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Uber das ungleiche Verhalten von Carboxylase und 
»Zymase“ zu antiseptischen Mitteln. 


Von 
C. Neuberg und N. Iwanoff. 


(Aus der chemisohen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


In der Wirkungsweise von Carboxylase und Zy- 
mase sind bisher schon einige Unterschiede bekannt ge- 
worden. In Saéften aus Unterhefe, die beide Fermente ge- 
lost enthalten, kann man durch physikalische Faktoren eine 
Zerstérung der Zymasewirkung herbeifiihren, waihrend die Carb- 
oxylase tatig bleibt. Erwairmung auf 50 bis 51° sowie Dia- 
lyse wirken in dieser Weise’). Bei Verwendung von frischen 
Hefen heben Chloroform und Toluol die Vergérung von Zucker 
auf, wahrend Salze der Brenztraubensaure (Pyruvinate) noch 
zerlegt werden’ ?), Bei Aufbewahrung von trockener Hefe*) 
und von Hefemacerationssaft*) verschwindet die Zymase viel 
friiher als die Carboxylase, und neuerdings ist es uns ge- 
lungen, aus getrockneter Oberhefe einen Saft zu ge- 
winnen, der nur Wirkungen der Carboxylase, aber nicht der 
Zymase aufweist*), 

Eine systematische Untersuchung hat nun gelehrt, daB auf 
sehr einfache Weise neue Unterschiede in dem Verhalten 
beider Fermente aufgedeckt werden kénnen, 

Durch geeigneten Zusatz verschiedener Stoffe, die 
vielfach als Desinfektionsmittel Verwendung finden, 


1) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 128 und 
61, 171, 1913. 
*) C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 76, 1911. 
8) C. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 497, 1913. 
*) C. Neuberg und L, Czapski, diese Zeitschr, 67, 9, 1914. 
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2 C. Neuberg und N. Iwanoff: 


“ 


ist es leicht méglich, garkraftigem Macerationssaft 
nach v. Lebedew vollstandig seine Wirkung auf Rohr- 
zucker oder Glucose zu nehmen, die Fahigkeit zur 
Vergirung von Brenztraubenséure aber zu erhalten. 

Sowohl Antiseptica anorganischer als organischer 
Natur lieBen sich ausfindig machen, die in diesem Sinne wir- 
ken, und zwar erkannten wir fiir den beabsichtigten Zweck 
als brauchbar: Natriumfluorid, Mercurichlorid, Formal- 
dehyd, Phenol sowie Thymol. 

Die Konzentration, in der die genannten Substanzen 
die Zuckervergirung aufheben, die Brenztraubensduregirung 
aber im Gang belassen, ist jeweils recht verschieden und 
geht aus den unten mitgeteilten Versuchen und der Ubersicht 
hervor. 

Alle Substanzen kamen in reinster Form zur Anwendung, der 
Formaldehyd wurde durch vorangehendes Schiitteln mit Calcium- 
carbonat und nachfolgender Destillation von beigemengter 
Ameisensiure befreit. 

Die Antiseptica wurden dem Macerationssaft aus unter- 
giriger Hefe teils in festem Zustand, teils in Lésung zugesetzt. 

Die Girsubstrate, Zucker und Brenztraubensiure, kamen 
der Vergleichbarkeit wegen jedesmal im selben Aggregatzustande 
zur Anwendung, das heiBt: freie Brenztraubenséure wurde un- 
verdiinnt in Saft aufgelést und entsprechend ebenso der Zucker; 
wo aber geléstes Kaliumpyruvinat benutzt wurde, das in fester 
Form schwer erhialtlich ist, wurde zum Vergleich auch eine 
Zuckerlésung angestellt. 

Auf die Bereitung der Kaliumpyruvinatlosung verwendeten 
wir besondere Sorgfalt. 

Die 2°/,ige Losung wurde folgendermafen _hergestelit: 
24,5 ccm n-Kalilauge wurde im Frigo auf — 10° abgekiihlt, wo- 
bei sich ein dicker Eisklumpen abschied. Hierzu wurde die 
unterkiihlte Lésung von 2,2 g Brenztraubensiure in 50 ccm 
Wasser gegeben, und nach dem Auftauen des Eises wurde die 
Lésung auf 110 ccm gebracht. Diese Lésung ist 2°/, in bezug 
auf Brenztraubensiure. 

Der Ausfall der Versuche zeigt, daB die Empfind- 
lichkeit der Carboxylase weit geringer als die der 
Zymase ist. Die Carboxylase weist in ihrem Verhalten zu 
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Giften eine abnliche Resistenz auf, wie sie Bokorny’) fiir 
die einfach hydrolysierenden Fermente, z. B. Maltase, Inver- 
tase und Myrosin, in ausgedehnten Untersuchungen friher ge- 
funden hat. 

Die mitgeteilten Befunde besagen natiirlich nichts iiber die 
Stellung der Carboxylase zur ,Zymase“; denn wenn im System 
der letzteren dic Carboxylase ein Glied bildet, so ist es még- 
lich, daB zeitlich vor dem Eingreifen der Carboxylase ab- 
laufende Reaktionsfolgen durch jene Zusitze gestort werden. 

Jedenfalls gestattet die Benutzung der erwihnten Stoffe 
aus der Reihe der antiseptischen Mittel eine sehr einfache 
Demonstration der Carboxylasewirkung auch in Gegen- 
wart von Zucker. Die Anwendung jener Zusiitze ermdglicht 
das Studium der Carboxylasetitigkeit, ungestért von 
einem Eingreifen der ,Zymase%. 


Experimenteller Teil. 


Vorbemerkungen. 


a) Bei allen Versuchen konnte von der besonderen Zu- 
gabe eines bactericiden Mittels natiirlich abgesehen werden; 
denn alle die benutzten Zusitze sind fiir sich kriaftige Anti- 
septica. 

b) Die Experimente, die gréBtenteils mehrfach wiederho!t 
und im Ergebnis tibereinstimmend befunden wurden, kontrol- 
lieren sich insofern von selbst, als jedem positiven Carboxylase- 
versuch stets ein ganz entsprechender, negativ ausgefallener 
,»Zymase“-Versuch gegeniibersteht; auch dadurch ist irgendeine 
Tauschung durch mangelhafte Sterilitat ausgeschlossen. 

ce) Die Giarungsgemische wurden stets in Schréttersche 
Girréhrchen gefiillt, deren lange Schenkel 10 ccm Kapazitiit 
besaBen. Da nur Vergleiche angestrebt wurden, ist die Ge- 
nauigkeit ausreichend. Die Verwendung von Eudiometeri 
hatte die Ansammlung von mehr Gas erlaubt, wire aber um- 
standlicher gewesen. Bei dem volligen Fehlen der Zymase- 
tatigkeit sind also die Ausschlige fiir die Carboxylase noch 
hoher anzusetzen. 


1) Th. Bokorny, Arch. f. d. ges. Physiol. 85, 257, 1901; 108, 216 
1905; 144, 348, 1906. 
1* 
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4 C. Neuberg und N. Iwanoff: 


I. Versuche mit Natriumfluorid. 


la. 15ccm Lebedew-Saft wurden mit 0,15 g festem 
NaF und 0,5g Rohrzucker in Substanz versetzt. Es er- 
folgte opake Triibung. Das im Garrohr im Brutschrank auf- 
bewahrte Gemisch zeigte nach 18 Stunden keine Spur Garung. 

1b. 15cem Saft wurden mit 0,15 g festem NaF versetzt 
und 2 Tropfen krystallisierbarer Brenztraubensaure hinzu- 
gegeben. Es erfolgte partielle Koagulation, aber trotzdem trat 
starke Garung ein. Nach 18 Stunden hatten sich 3 ccm Kohlen- 
siure angesammelt. 

1c. Selbst mit dem doppelten Quantum Naf, d.h. mit 0,3 g 
reinem NaF, auf 15 ccm Saft plus 2 Tropfen Brenztrauben- 
séure trat noch Garung ein. Die Koagulation war sehr stark, 
doch war nach 18 Stunden 1 ccm CO, angesammelt’). 

2a. 7 com Saft plus 7 ccm 2°/,ige Glucoselésung 
plus 0,14 g festem NaF. Partielle Koagulation, aber selbst 
nach 18 Stunden keine Spur Gasentwicklung. 

2b. 7 ccm Saft, 7 ccm 2°/,ige Kaliumpyruvinat- 
lésung plus 0,14g NaF (fest). Zunachst erfolgt Tribung 
und bald setzt Garung ein. Nach 18 Stunden hatten sich 
aus der stark koagulierten Masse 3 ccm Gas entwickelt; die 
Reaktion des Garguts war alkalisch. 

3a. 13ccm Saft wurden mit 4 ccm 5°/,iger Fluornatrium- 
lésung versetzt und 0,5 g fester Rohrzucker hinzugegeben. 
Die Lésung blieb nahezu klar, entwickelte aber innerhalb 
20 Stunden keine Spur Gas. 

3b. 13. com Saft, 4ccm 5°/,ige Fluornatriumlésung 
plus 2 Tropfen reiner Brenztraubensaure. Es tritt partielle 
Koagulation ein, aber schon nach 1 Minute ist eine stiirmische 
Garung im Gange. Nach 5 Minuten haben sich schon 4 ccm 
Kohlendioxyd angesammelt, nach 20 Minuten 5 ccm. 

4a. 7 ccm Saft plus 7 com 2°/,ige Traubenzucker- 
loésung plus 0,2 g gepulvertes NaF. Die Mischung bleibt 
hell, zeigt aber nach 20 Stunden keine Spur einer Garung. 

4b. 7 com Saft, 7 com 2°/,ige Kaliumpyruvinat- 
losung plus 0,2 g festes NaF. Nach 1 Minute Beginn der 


1) Das Gas entstammt keiner Selbstgirung des Saftes, wie die Kon- 
trolle mit Zucker (Versuch 1a und alle folgenden) lebren. 








Ungl. Verhalten von Carboxylase u. ,Zymase“ zu antisept. Mitteln. 5 


Gasentwicklung. Nach 20 Stunden haben sich 2 com Kohlen- 
dioxyd angesammelt. Das Gemisch reagiert jedoch stark al- 
kalisch und halt demgemaB CO, in Lésung. Auf Zugabe von 
Salzsiure verdoppelt sich die Menge des Kohlenséuregases. 

Es sei daran erinnert, daB fiir ein anderes Salz der FluB- 
siure, Ammoniumfluorid, die Giftwirkung auf HefepreBsaft 
schon von Buchner (Zymasegarung S. 184) angegeben ist. 
Offenbar verhalten sich in dieser Hinsicht Macerations- und Preb- 


saft gleich. 
II, Versuche mit Sublimat. 


1a. 7 ccm Saft plus 7ccm Wasser plus 0,5 g festem Rohr- 
zucker plus 0,5 cem 2°/,ige HgCl,-Lésung. Es erfolgt keine 
Koagulation, aber innerhalb 18 Stunden keinerlei Garung. 

1b. 7ccm Saft plus 7 ccm 2°/,ige Kaliumpyruvinat- 
losung plus 0,5 ccm 2°/,ige HgCl,-Lésung. Nach 18 Stun- 
den Koagulation und 3 ccm Gas. Die Losung reagiert stark 
alkalisch und entbindet auf Zusatz von verdiinnter Schwefel- 
sdure im ganzen 7 ccm Kohlendioxyd. 

2a. 14 ccm Saft, 0,5 g Rohrzucker (fest) plus 0,5 ccm 
2°/,ige HgCl,-Lésung. Das Gemisch bleibt nahezu kiar; nach 
20 Stunden keine Spur Garung. 

2b. 14 ccm Saft, 2 Tropfen reine Brenztraubensaure, 
0,5 com 2°/,ige HgCl,-Lésung. Nach 1 Minute Garung im 
Gange, partielle Koagulation; nach 20 Stunden 6 ccm CO,,. 


II. Versuche mit Formaldehyd. 
A. Mit 35°),igem kauflichem Formaldehyd. 

la, 15ccm Saft, 0,3 com 35°/,iges Formalin, 0,5 g 
fester Rohrzucker. Anfangs schwache und nach 18 Stunden 
starke Koagulation. Keine Spur CO,. 

1b. 15 ccm Saft, 0,3 cem 35°/,iges Formalin, 2 Tropfen 
reine Brenztraubensaure. Glatte Girung. Partielle Koa- 
gulation. Nach 2 Stunden 12 ccm CO,. 

1c. 15 com Saft, 2 Tropfen reine Brenztraubensaure, 
0,5 com 35°/,iges Formalin. Stirkere Koagulation. Nur nach 
18 stiindigem Stehenlassen Blasen in dem erstarrten Magma’). 


1) Der Inhalt des Garrohrs ist zu einem Gel erstarrt, das auch beim 
Umkehren des GefiBes nicht ausflieSt. Wenn eine Garung stattgefunden 
hat, ist namentlich in der geronnenen Séule des langen Schenkels eine 
Durchsetzung mit Gasperlen wahrnehmbar. 








C. Neuberg und N. Iwanoilf: 


id. Dasselbe mit 1 cem 35°/,igem Formaldehyd. Starke 
Koagulation. Keine Gasentwicklung mehr wahrnehmbar. 

le. 15 ccm Saft, 0,1 ccm 35°), iger Formaldehyd, 2 Trop- 
fen reine Brenztraubensaéure. Keine Koagulation. Alsbald 
vollige Ausgarung. 

2a. 7 ccm Saft, 7 ccm 2°/,ige K-Pyruvinatlosung, 
0,3 cem 35°/,iger Formaldehyd. Girt nach 1 Minute. Keine 
Koagulation. Nach 18 Stunden 6 ccm CO,. 

2b. 7eem Saft, 7 ccm 2°/,ige Glucoselésung, 0,3 ecm 
35°/,iger Formaldehyd. Girt nicht. Triibung. Nach 18 Stun- 
den keine Spur CO,. 

2c. 7 ccm Saft, 7cem 2°/,ige K-Pyruvinatlésung, 
0,5 com 35°/,iger Formaldehyd. Triibung. Girt schnell. Nach 
3 Stunden 4 ccm CO,, nach 18 Stunden 6 ccm CO,. Schwach 
alkalische Reaktion. 

2a. 7 ccm Saft, 7 ccm 2°/,ige K-Pyruvinatlosung, 
1,0 cem 35°/,ige Formaldehydlésung. Triibung. Nach 18 


Stunden 1 cem CO,. 


B. Mit gereinigtem Formaldehyd, der jetzt 30°/,ig war. 

la. 7 ccm Saft, 7 ccm 2°/,ige Glucoselésung, 0,3 ccm 
gereinigter Formaldehyd. Triibung. Nach 20 Stunden keine 
Girung. 

ib. 7 ccm Saft, 7 ccm 2°/ige K-Pyruvinatlésung, 
0,3 cem gereinigter Formaldehyd. Giart nach 1 Minute. 
Keine Koagulation. Nach 20 Stunden 5 ccm CO,. Schwach 
alkalische Reaktion. 

le. 7ceem Saft, 7cem 2°/,ige K-Pyruvinatlésung, 
0,5 cem gereinigter Formaldehyd. Gart schnell. Nach 
20 Stunden 5 cem CO,. Keine Koagulation, schwach alka- 
lische Reaktion. 

2a. 14 cem Saft, 2 Tropfen Brenztraubensiure 
(rein), 0,3 ccm gereinigter Formaldehyd. Partielle Koagula- 
tion. Nach 1 Minuten stiirmische Girung, nach 10 Minuten 
6 ccm CO,, nach 20 Stunden 8 ccm CO,,. 

2b. 14 ccm Saft, 2 Tropfen krystallisierbare Brenz- 
traubensaure, 1,0 ccm gereinigter Formaldehyd. Es er- 
folgt starke Koagulation. Nach 20 Stunden ist keine Garung 
wahrnehmbar. 
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Wie man sieht, ist der Unterschied in der Wirkung von 
kéuflichem und gereinigtem Formaldehyd nicht groB. 


IV. Versuche mit Phenol. 

la. 15 ccm Macerationssaft, 0,5 g fester Rohrzucker, 
0,15 g geschmolzenes Phenol’). Starke Koagulation, Nach 
24 Stunden im Brutschrank keine Anzeichen einer Vergirung. 

ib. 15 com Saft, 2 Tropfen reine Brenztrauben- 
siure, 0,15 g geschmolzenes Phenol. Kriftige Koagulation. 
Nach 24stiindiger Aufbewahrung im Brutschrank starke Durch- 
setzung des Magmas mit Blasen von CO,, die nicht durch die 
erstarrte Schicht aufsteigen konnten. 

2a. 7 ccm Saft, 7 ccm 2°/,ige Phenollésung, 0,5 g 
fester Rohrzucker. Nach 18 Stunden koagulierte Masse, ohne 
Spuren von CO,,. 

2b. 7 ccm Saft, 7 ccm 2°/,ige Phenollésung, 2 Tropfen 
reine Brenztraubensaure, Nach 18 Stunden reichliche 
Durchtrankung der erstarrten Saiule mit zahlreichen CO,-Blasen. 


V. Versuche mit Thymol, 

la. 7cem Saft, 7 ccm 2°/,ige Traubenzuckerlésung, 
0,3 cem 5°/,ige Thymollésung’). Koagulation, keine Girung 
nach 18 Stunden. 

1b. 7 com Saft, 7 com 2°/,ige Pyruvinatlésung, 
0,3 cem 5°/,ige Thymollésung. Starke Koagulation, Nach 
18 Stunden 3 ccm CO,. 

2a. 7 ccm Saft, 7 ccm 2°/,ige Glucoselésung, 0,6 ccm 
5°/,ige Thymollésung. Koagulation. Nach 4 Stunden keine 
Garung. 

2b. 7 com Saft, 7 ccm Kaliumpyruvinatlésung, 
0,6 com 5°/,ige Thymollésung. Girt alsbald, nach 4 Stunden 
2cem CO,, stark alkalische Reaktion. Nach Hinzufiigen von 
HCl werden 6 ccm gasférmige Kohlensaure frei. 

In allen Fallen haben wir uns davon iiberzeugt, daB simtliche 
Proben des verwendeten Macerationssaftes ohne Zusatz eines 


1) Fiir HefepreBsaft hat F. Duchacek (diese Zeitschr. 18, 211, 
1909) gezeigt, daB eine 1,2°/,ige Konzentration an Phenol die Gar- 
kraft aufhebt. 

*) Erhalten durch Auflésen von 5,0 g Thymol in 100 cem gewohn- 
lichem Alkohol. 
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der genannten Giftstoffe zugegebenen festen Rohrzucker oder 
Traubenzucker bzw. Brenztraubensiure lebhaft vergoren; das 
gleiche war der Fall, wenn sie mit demselben Quantum 2 °/,iger 
Saccharose- oder Glucoselésung bzw. mit 2°/,iger Kalium- 


pyruvinatlésung gemischt wurden. 

Wir wollen noch erwahnen, da8 wir unter anderem auch den Ein- 
flu8 von Calciumchlorid und von Kaliumcyanid untersucht haben. 
Nach Buchner (Zymasegirung, S. 168) ist Calciumchlorid ein starkes 
Gift fiir die Zymase und hindert demgema&8 die Garung durch PreBsaft. 
In Konzentrationen, wo bei unserem Macerationssaft diese Schadigung 
der Zymase auftrat — 0,5 g CaCl, auf 14 com Saft —, haben wir auch 
ein Aufhéren der Carboxylasewirkung konstatieren miissen. Bei Zugabe 
von 0,2 g CaCl, auf 14 ccm Macerationssaft girten sowohl Zucker als 
Brenztraubenséure. In Gegenwart von Cyankalium (0,3 ccm 1 °/,ige 
KCN-Lésung auf 14 ccm Saft, bzw. auf 7 ccm Saft plus 7 ccm 2°/,ige 
Zuckerlésung) vergor die Brenztraubenséure deutlich schwacher 
als Zucker. Der Grund liegt offenbar in der chemischen Umsetzung 
zwischen Brenztraubenséure und Cyanid (Cyanhydrinreaktion). 

Es kann kaum zweifelhaft sein, daB man noch durch 
andere mineralische oder organische Zusatze Carboxylase und 
»Zymase“ wird unterscheiden kénnen. Auch diirften die ge- 
nannten Stoffe noch bei anderen relativen Verhaltnissen von 
Saft, Substrat, Wasser und Antisepticum dazu befahigt sein. 

Die von uns als wirksam befundenen Verhiltnisse geben 


wir tabellarisch in folgender Ubersicht wieder: 


Die Wirkung der ,,Zymase“ wird aufgehoben, die von Carboxylase 
bleibt erhalten 
§ bei Zusatz von rund | 








1 g NaF | zu 100ccm unverdiinntem Saft + 
reinem Substrat, 

2g NaF» 50 » Saft und 50 ccm wis- 
seriger Substratlosung, 


30 ccm 5°/,ige NaF-Lésung » 100 » unverdiinntem Saft -+ 
reinem Substrat, 

3,5» 2%, » HgCl,- » » 100 » unverdiinntem Saft -- 
reinem Substrat, 

3,5» 2°) » HgCl,- » » 50 » Saft und 50 ccm wisse- 


riger Substratlosung, 
2,0 » 30°, » Formaldehyd-Lésung) » 100 » unverdiinntem Saft -- 
| reinem Substrat, 

2,0 » 30°/, » Formaldehyd-  » » 50 » Saft und 50 com wasse- 
riger Substratlésung, 





50,0 » 2°) » Phenol-Lésung » 50 » unverdiinntem Saft + 
reinem Substrat, 
2,0» 5°, » Thymol- » » 50 » Saft und 50 com wisse- 


riger Substratlésung. 











Ober Carboxylase im Saft aus obergiriger Hefe. 
Von 
C. Neuberg und L. Czapski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Durch die Untersuchungen von Neuberg und seinen Mit- 
arbeitern iiber die zuckerfreien Hefegarungen ist gezeigt 
worden, daB ober- und untergarige Hefen Brenztrauben- 
siure und analog konstituierte Ketoséuren zerlegen. Die 
Spaltung in Kohlendioxyd und den entsprechenden Aldehyd er- 
folgt durch ein besonderes Ferment, die Carboxylase. Ins- 
besondere fiir die Brenztraubensaéure hat sich herausgestellt, 
daB alle zuckervergarenden lebenden Hefen der verschie- 
densten Rassen auch die Brenztraubenséure vergiren. 

Garwirksamer HefepreBsaft sowie Hefemacerations- 
saft aus Unterhefe enthalten reichlich Carboxylase. Nun ist 
es nach E. Buchner’) nur selten méglich, aus deutschen Ober- 
hefen einen girkraftigen PreBsaft zu gewinnen, und auch 
v. Lebedew?) gibt an, daB er aus franzésischer obergiriger 
Hefe nach seiner Methode stets nur inaktive Safte erhalten 
konnte. 

Aus den Arbeiten von Neuberg mit Karczag und Rosen- 
thal (1910 bis 1914) geht nun hervor, daB Brenztraubensiéure 
von frischen Hefen und Hefepraparaten noch unter Bedin- 
gungen vergoren wird, unter denen Zucker nicht angegriffen 
wird. Daher war zu versuchen, ob der Macerationssaft aus 
Oberhefe nicht wenigstens Brenztraubensaiure zu zerlegen im- 
stande sei. 


1) Buchner-Hahn, Zymasegirung, S. 57. 
*) A. v. Lebedew, Annales de |’Inst. Pasteur 26, 21, 1912. 
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In der Tat ist es uns gelungen, unter den im folgenden 
angegebenen Verhiltnissen aus Oberhefe einen Saft zu 
gewinnen, der wirksame Carboxylase enthalt. 

Als Ausgangsmaterial diente das Florylin’), ein Hefen- 
trockenpraparat, das nach Angabe der fabrizierenden Firma 
durch Trocknung von obergiriger Brennereihefe gewonnen wird. 
Das Florylin kommt in kleinen Stiibchen in den Handel und 
zeigt nach der vorschriftsmaBigen Aufweichung in Wasser eine 
ausgezeichnete Girkraft. Zur Herstellung eines carboxyl- 
asehaltigen Macerationssaftes ist das kaufliche Produkt nicht 
ohne weiteres geeignet; obgleich es ein trockenes Material dar- 
stellt, ist die Wasserentzichung offenbar nicht ausreichend, um 
bei erneutem Zusammenbringen mit Wasser einen Austritt der 
Carboxylase zu ermdglichen. 

Wir gelangten jedoch zum Ziele, als wir das lufttrockene 
Florylin einer nochmaligen Wasserentziehung durch 8stiindige 
Erwérmung im Luftstrom des Faust-Haimschen Apparates 
unterwarfen. Die resultierende Masse, die noch die urspriing- 
liche Staébchenform hatte, wurde alsdann im MoOrser verrieben 
und in die 3fache Menge Wasser von 40° eingeriihrt. Das 
Gemisch blieb alsdann verschieden lange im _ Brutschrank, 
zwischen 2 und 4 Stunden. Die 4stiindige Digestion ergab 
die besten Resultate. 

Durch Filtration im Eisschrank gewinnt man dann den 
Macerationssaft, der erheblich heller als solcher aus Unterhefe 
aber opaker ist. Der so erhaltene Saft gerat auf Zusatz von 
festem Zucker (1 bis 15°/,) bei Gegenwart von Toluol nicht 
in Garung, dagegen zerlegt er zugesetzte Brenztraubensaure 
mit und ohne Zugabe von Toluol. Die Brenztraubensaure 
wurde in reinem Zustande bis zu 1°/, oder in einer der Saft- 
menge gleichen Quantitét 1°/,iger Pyruvinatlésung zugefiigt. 
Als Antisepticum kénnen Toluol oder Chloroform verwendet 
werden. 

Die Wirkung der Carboxylase setzt rasch ein, aber der 
Verlauf ist weder so stiirmisch noch so intensiv wie bei Saft 
aus Unterhefe. Das beste Resultat ergab die Vergirung eines 


1) Wir sind der Florylingesellschaft fir Uberlassung eines 
Teiles des Materials fiir unsere Versuche zu besonderem Dank ver- 
pflichtet. 
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Gemisches von Obersaft und 1°/,iger Lésung von brenztrauben- 
saurem Kalium (7 zu 7 ccm), die nach 16 Stunden im Brut- 
schrank 2 ccm Kohlensaure lieferte, wahrend ein _betricht- 
licher Teil (6 ccm) noch auf Salzséiurezusatz aus dem ent- 
standenen Bicarbonat frei wurde. 

Selbstgérung haben wir in 6 verschiedenen Saft- 
proben niemals beobachtet, was ja mit dem Fehlen 
der Zymase im besten Einklange steht. 

Im iibrigen zeigt der Saft aus Oberhefe Ahnliche 
Eigenschaften wie der aus Unterhefe: beim Erwarmen 
erfolgt Triibung und in der Hitze Koagulation, jedoch ist 
der EiweiBgehalt geringer als bei Untersaft. Siuren, auch die 
Brenztraubensaéure, ergeben je nach der Menge mehr oder 
minder starke Ausflockungen. 

Folgende Daten haben wir fiir den Saft ermittelt: 

Trockensubstanz: 7,48 bis 9,02°)). 

In der Siedehitze koagulables EiweiB: 1,10 bis 1,73”, ,. 

Gesamt-Stickstoffgehalt (nach Kjeldahl): 0,61 bis1,11° ,. 

Spez. Gew. (17°): 1,029. 

SchlieBlich wurde das Verhalten der Carboxylase des 
Obersaftes auch gegen eine andere Ketosdure, die 
Oxalessigséure, gepriift. Eine 1°/,ige Losung derselben 
(7 ccm) gerit auf Zusatz der gleichen Menge Obersaft bei 
Zimmertemperatur unter Zusatz von Toluol nach wenigen 
Augenblicken in Garung. Nach 1 Stunde haben sich bereits 
2 ccm Gas angesammelt, und nach 24 Stunden ist diese Menge 
auf 8 ccm gestiegen. Die Kontrolle mit 0,5°/,iger rein wiisse- 
riger Oxalessigsiure ohne Zusatz von Saft hatte bei Zimmer- 
temperatur in 24 Stunden nur eine Gasblase entwickelt (die 
Oxalessigsiure gibt bekanntlich beim Erwarmen Kohlensaure ab). 

Der Gehalt des Obersaftes an Carboxylase ist da- 
mit bewiesen; die Girkraft desselben ist jedoch geringer als 
beim Untersaft. 














Ober die Garwirkung frischer Hefen bei Gegenwart von 
Antisepticis. 
Von 


C. Neuberg und F, F. Nord. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Im allgemeinen wird angenommen, daB ein Zusatz von 
Toluol oder Chloroform zu frischer Hefe deren Einwirkung auf 
Monosaccharide aufhebt, d. h. eine Vergarung des Zuckers un- 
terbricht. Nur die ,Zymase“ der frischen Hefe wird von 
dieser Art von Antiseptica in ihrer Tatigkeit behindert, wih- 
rend die einfach hydrolysierend wirkenden Hefenenzyme, wie 
Invertase und Maltase, auch bei Gegenwart von Toluol und 
Chloroform ihre Wirkung duBern. Dabei wirkt die Invertase 
noch nach zwei Jahren’). Und jetzt hat es sich herausgestellt, 
daB auch die Carboxylase*) bei Verwendung von frischen Hefen 
in Gegenwart von Antisepticis auf brenztraubensaure Salze ihre 
Wirkung entfaltet. Gerade bei den letztgenannten Unter- 
suchungen sind wir darauf aufmerksam geworden, da8 Chloro- 
form und Toluol keineswegs gleichartig wirken und daB ins- 
besondere das relative Mengenverhiltnis zwischen Hefe, Anti- 
septicum und Wasser, sowie namentlich Ernéhrungszustand und 
Rasseneigentiimlichkeiten der Hefen fiir den Ausfall der Ver- 
suche von Bedeutung sind’). 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 495, 1913. Eine am 9. Juni 
1914 vorgenommene Priifung ergab, daB die am 3. Juni 1912 angestellte 
antiseptische Hefenaufschwemmung noch hoéchst wirksames Invertin 
enthielt. 

*) C. Neuberg und L. Karozag, diese Zeitschr. 36, 76, 1911. — 
C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 128, 1913; 61, 
171, 1914. 

8) Vgl. die Protokolle bei Neuberg und Rosenthal, diese 
Zeitschr. 51, 130 und 131, 1913. 
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Wir haben keine Untersuchungen in der Literatur gefun- 
den, die den hier in Betracht kommenden Teil dieser einfachen 
Frage erschépfen oder auch nur die bestehende Unsicherheit 
erkennen lassen. Dieses Verhialtnis ist um so auffallender, als 
sehr wichtige Schliisse iiber den Mechanismus der Garung 
mit diesen Fragen verquickt worden sind. Wir erinnern einer- 
seits an Rubner’), der jiingst eine Trennung des Garungs- 
aktes in eine rein fermentative Zerlegung des Zuckers durch 
die Zymase und eine Zuckerzerstérung durch die vitalen 
Wirkungen des lebenden Protoplasmas vornimmt, 

Der erste der zwei genannten Vorginge soll durch frische 
Hefe in Gegenwart von Toluol zum Ausdruck kommen, wih- 
rend beide zusammen sich bei Anwendung der frischen Hefe 
ohne Antisepticum offenbaren sollen, Wir erwahnen weiter die 
Diskussion von Neuberg und Kerb’) mit Kostytschew, wo 
die beiden erstgenannten auf die Bedeutung dieses Verhaltens 
bei der Autolyse der Hefe hingewiesen und gezeigt haben, 
da8 man durch ihre Nichtbeachtung zu falschen Urteilen iiber 
das Wesen der Selbstgirung kommen muB. 

Wir teilen nun unsere Erfahrungen iiber den Ein- 
fluB von Chloroform und Toluol auf die Garung in 
solchen Ansitzen mit, wie sie fiir experimentelle Studien viel- 
fach gemacht werden, 

Durch polarimetrische und titrimetrische Ermittelungen des 
Traubenzuckers zu Beginn der Versuche sowie nach bestimm- 
ten Inkubationszeiten kommt man leicht zu einem Einblick in 
die obwaltenden Verhiltnisse. 

Im Einklang mit unseren friiheren Beobachtungen finden 
wir, daB8 die girungsaufhebende Kraft des Toluols weit un- 
sicherer ist als die des Chloroforms. Letzteres kann mit Sicher- 
heit den Eintritt jeder Vergirung verhindern, und man kon- 
statiert dann bei Anwendung von an Polysacchariden reicher 
Hefe eine Zunahme von Traubenzucker, der gema8 den Er- 
fahrungen von E. Salkowski*) durch autolytische Hydrolyse 
von zuckerartigen Hefebestandteilen entstanden ist. 


1) M. Rubner, Die Ernahrungsphysiologie der Hefezelle bei alko- 
lischer Gairung. Leipzig 1913. 

*) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 58, 163, 1913; 64, 
254, 1914. 

*) E. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 13, 506, 1889. 
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Wir kénnen hinzufiigen, daB kleine Mengen Toluol (Ver- 
haltnis von 1 oder 2:100), wie sie vielfach zur Verhinderung 
von Bakterienwachstum angewendet werden, die Garung durch 
Hefe keineswegs aufheben, namentlich nicht bei einer giar- 
kraftigen Sorte wie Hefe XII. 


Experimenteller Teil. 


Im allgemeinen wurde wie folgt verfahren: 

Eine Lésung von 60 g ganz reinem Traubenzucker in 
900 cem Wasser wurde in 3 gleiche Teile geteilt. Jede Portion 
wurde mit 20 ccm Toluol oder mit je 10 ccm Toluol und 10 cem 
Chloroform und mit je 60 g Hefe versetzt. Die eine der fest 
verschlossenen und kriiftig durchgeschiittelten Flaschen wurde 
dann gleich in den Brutschrank gestellt, die zweite bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen und der Inhalt der 
dritten sofort zur Bestimmung der Anfangskonstanten verwendet. 

Zu diesem Zwecke wurden jeweils genau 50,0 ccm nach 
Michaelis und Rona mit 10,0 ccm kolloidalem Eisen enteiweiBt 
und nach einigen Minuten, waihrend denen kraftig durchge- 
schiittelt wurde, filtriert. 

Die polarimetrische Zuckerbestimmung geschah im 1-dcem- 
Rohr bei weiBem Licht in einem Apparat, der die direkte 
Ablesung der Traubenzuckerprozente bei Verwendung von 
20-cm-Rohren gestattete. Die abgelesenen Zahlen sind dem- 
gemaB verdoppelt. 

Zur titrimetrischen Bestimmung des Zuckergehalts nach 
Pavy-Kumagawa-Suto-Kinoshita') wurden jeweils 5,0 ccm 
im MeBkélbchen auf 100 ccm verdiinnt und titriert. 

Vorhandenes Chloroform war vor der Auffiillung durch 
Erwirmen ausgetrieben; denn wegen seines Reduktionsver- 
moégens hitte es Fehler bei der Titration bedingen kénnen. 


Auszug aus den Protokollen. 
1. Versuche nur in Gegenwart von Toluol. 


a) Giransatz: Lésung von 20g Traubenzucker in 300 ccm 
Leitungswasser in Gegenwart von 20 ccm Toluol mit 60g ab 
gepreBter Hefe M. Das Volumen nimmt betrichtlich zu. 


1) Diese Zeitschr. 9, 219, 1908. 
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Anfangspolarisation: (im 1-dem-Rohr+ 2,25°) = 4,5°/, Zucker. 
Anfangstitration: 4,40°/, Zucker. 





Polarisation Titration Polarisation Titratio. 
3 ei Zimmertemperatur Im | Brutechrank 








anak 24 Stunden 

4,2°/, Zucker | 4,00°/, Zucker | 4,0°/, Zucker 3,84°/, Zucker 
nach 48 Stunden 

4,0°/, Zucker | 3,84°/, Zucker | 4,0°/, Zucker 3,78°/, Zucker 


nach 72 Stunden 
%/, Zucker | 3,63°/, Zucker | 4,0°/) Zucker 3,84°/, Zucker 
b) Garansatz: Mit Hefe K ganz wie unter a). 
Anfangspolarisation: 4,9°/, Zucker. 
Anfangstitration: 4,76°/, Zucker. 





Polarisation | Titration Polarisation Titration 
3ei | Seamertemperstus Im Brutschrank 


nach 24 Stunden 

3,4°/, Zucker 3,31°/, Zucker | 4,0°/) Zucker 3,85°/, Zucker 
nach 48 Stunden 

3,2°/, Zucker | 8,00°/, Zucker | 4,1°/, Zucker 3,72°/, Zucker 








nach 72 Stunden 
3,19/, Zucker | 2,80°/, Zucker | 4,0°/, Zucker | 3,67°/, Zucker 





c) Giransatz: Mit Hefe XII wie unter b). 
Anfangspolarisation: 4,3°/, Zucker. 
Anfangstitration: 4,54°/, Zucker. 





Polarisation Titration Polarisation | Titration 
Bei amanertemperetur Im Brutec hrank 


nach 24 Stunden 

3,9°/, Zucker | 3,52°/, Zucker | 2,9°/, Zucker 2,53°/, Zucker 
nach 48 Stunden 

4,0°/, Zucker | 3,57°/) Zucker | 2,2°/, Zucker | 2,04°/, Zucker 
nach 96 Stunden 

3,9°/, Zucker | 3,60°/, Zucker | 2,3°/, Zucker 2,00°/, Zucker 





2. Versuche in Gegenwart von Toluol und Chloroform. 

a) Giransatz: Lésung von 65 g Traubenzucker in 1250 ccm 
Leitungswasser in Gegenwart von 45 ccm Toluol und 45 ccm 
Chloroform mit 250 g Hefe M. 
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Anfangspolarisation: 3,1°/, Zucker. 
Anfangstitration: 2,72°), Zucker. 








a | 
Polarisation | Titration 


Bei Zimmertemperatur 


Polarisation 





Titration 


Im Brutschrank 











nach 48 Stunden 

| 2,63°/, Zucker | 3,0°/, Zucker 
nach 72 Stunden 

| 2,53°/, Zucker | 2,7) Zucker 


3,0°/, Zucker 


2,8°/, Zucker 


| 2,83°/, Zucker 


| 2,66°/, Zucker 


b) Géiransatz: Lésung von 32 g Traubenzucker in 625 ccm 
Leitungswasser in Gegenwart von 15 ccm Toluol und 15 ccm 


Chloroform mit 125 g Hefe XII. 
Anfangspolarisation: 3,4°/, Zucker. 
Anfangstitration: 3,03°/, Zucker. 








Polarisation | Titration Polarisation 


Bei Zimmertemperatur 





Titration 


Im Brutschrank 





nach 24 Stunden 


3,0°/, Zucker | 2,70°/, Zucker | 3,2°/, Zucker 


| 3,03°/, Zucker 


c) Géransatz: Mit Hefe K, sonst wie unter 2b). 


Anfangspolarisation: 3,1°/, Zucker. 
Anfangstitration: 2,85°/, Zucker. 








Polarisation | Titration Polarisation 


Bei Zimmertemperatur 





| Titration 
Im Brutschrank 








nach 24 Stunden 


8,1°/, Zucker | 2,74°/, Zucker | 2,9°/, Zucker 


| 2,859/, Zucker 


d) Géiransatz: Lésung von 60 g Traubenzucker in 900 ccm 
Leitungswasser in Gegenwart von 30 ccm Toluol und 30 ccm 


Chloroform mit 180g Hefe M. 
Anfangspolarisation: 4,5°/, Zucker. 
Anfangstitration: 4,44°/, Zucker. 








Polarisation | Titration Polarisation 


Bei Zimmertemperatur 





| Titration 


Im Brutschrank 





nach 24 Stunden 

| 4,34°/, Zucker | 4,2°/, Zucker 
nach 48 Stunden 

| 4,159, Zucker | 4,1°/, Zucker 
nach 72 Stunden 

| 4,259, Zucker |  4,2°/, Zucker 


4,3 °/, Zucker 
4,4 °, Zucker 


4,54°/, Zucker 


| 4,04°/, Zucker 
| 4,259), Zucker 


| 4,16°/, Zucker 
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3. Versuch in Gegenwart von Chloroform, 
Giransatz: Lésung von 60 ~ Traubenzucker in 900 ccm 
Leitungswasser in Gegenwart von 90 ccm Chloroform mit 180 g 
Hefe K. 
Anfangspolarisation: 4,5°/, Zucker. 
Anfangstitration: 4,54°/, Zucker. 








Polarisation | Titration Polarisation | Titration 
Bei Zimmertemperatur Im Brutschrank 














nach 24 Stunden 

4,4°/, Zucker | 4,54°/, Zucker | 4,5°/, Zucker | 4,87°/, Zucker 
nach 48 Stunden 

4,5°/, Zucker | 4,51°/, Zucker | 4,3°/, Zucker | 4,65°/, Zucker 
nach 72 Stunden 

4,5°/, Zucker | 4,54°/, Zucker | 4,2°/, Zucker | 4,59°/, Zucker 


Die mitgeteilten Werte zeigen eine befriedigende Uber- 
einstimmung zwischen den polarimetrisch und titrimetrisch er- 
mittelten Daten. Eine vé6llige Kongruenz ist nicht zu er- 
warten, da im Verlaufe der Digestion optisch-aktive Substanzen 
aus den Hefen in Lésung gehen, die beziiglich Drehung und 
Reduktionskraft verschiedene Werte besitzen und ungleichen 
Umwandlungen unterliegen. 

In den mit Toluol versetzten Flaschen war bisweilen nach 
24 Stunden ein deutlicher Druck zu konstatieren. Hier mu8 man 
eine wirkliche Vergirung von Zucker annehmen. 

Bei den Versuchen mit hinreichend Chloroform oder Chloro- 
form-Toluol-Gemisch war diese Erscheinung nicht zu beobachten, 
und auch die Ergebnisse der Bestimmungen zu Anfang sowie 
nach 24, 48 und 72 Stunden zeigen, daB hier tatsiachlich der 
Garakt unterdriickt ist. Man mu8 daraus schlieBen, daB im 
Sinne von O. Warburg’) Chloroform sicherer oder starker 
von den Hefen gebunden und an den Reaktionsorten der Hefe- 
zellen zu wirksamerer Konzentration angereichert wird. 


’) O. Warburg und Wiesel, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465, 
1912 und A. Dorner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 99, 1912. 
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Phytochemische Reduktionen. V. 


Zwischenstufen bei der Umwandlung der Nitrogruppe in die 
Aminogruppe. 
Von 
C. Neuberg und E. Welde. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


In unserer ersten Mitteilung’) tiber diesen Gegenstand 
haben wir dargelegt, in welcher Weise phytochemische Unter- 
suchungen geeignet sind, zur Aufklirung der noch viollig 
ritselhaften Nitratassimilation der Pflanze beizutragen. 

Die einfachste Annahme ist gewiB die, daB die Salpeter- 
siure der anorganischen Nitrate mit kohlenstoffhaltigem Mate- 
rial unter Bildung von organischen Nitrokérpern reagiert und 
daB diese dann eine Umwandlung zu den uns iiberall entgegen- 
tretenden Aminok6érpern erfahren. 

Wir haben zeigen kénnen, da8 dieser Ubergang der Nitro- 
zur Aminogruppe sowohl in der aromatischen wie in der ali- 
phatischen Reihe experimentell bewerkstelligt werden kann, 
wenn man geeignete pflanzliche Objekte wahlt; als solche dien- 
ten uns verschiedene Rassen der Hefe. 

An eine direkte Reduktion der Nitro- zur Amino- 
gruppe ist kaum zu denken. Die Konstitution der ali- 
phatischen (a) und aromatischen (b) Nitrokérper ist aller Wahr- 

/NOH 
a) —CH,.NO, =—— —CH:NOOH —— = —CH | 
\O 
\ 
b) C.NO, 
| 


1) C. Neuberg und E. Welde, diese Zeitechr. 60, 472, 1914. 
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scheinlichkeit nach nicht die gleiche, so daB schon aus diesem 
Grunde ein intermediires Auftreten verschiedener Zwischen- 
stufen zu erwarten sein diirfte. Diese selbst zu fassen, ist be- 
kanntlich auch in vitro nur ausnahmsweise méglich, und ein 
solcher Versuch ist bei biologischen Experimenten von vorn- 
herein wenig erfolgversprechend. Dagegen kann man einen 
anderen Weg beschreiten, den wir bereits friiher angekiindigt 
haben: die Priifung, ob die denkbaren Zwischenstufen einer 
phytochemischen Reduktion zugiinglich sind. Von diesem Ge- 
sichtspunkte aus haben wir verschiedene zwischen Nitrobenzol 
und Anilin stehende Produkte auf ihr Verhalten gegen Hefen 
untersucht, und zwar einerseits Nitrosobenzol und #-Pheny]- 
hydroxylamin, andererseits Azoxybenzol und Azobenzol: 

C,H, . NO, 

/ Nitrobenzol 

P 


O \ 


4 \ _* 
C,H,N — NC,H, C,H, .NO 


Azoxybenzol Nitrosobenzol 


} 
7 vy 
C,H,N = NC,H, C,H, .NHOH 
Azobenzol 8-Phenylhydroxylamin 


\ 
\ 


“ ¥ 
C,H, .NH, 
Anilin 

Nur die auf der rechten Seite des Schemas stehenden, 
1 N-Atom enthaltenden Formen von Zwischenstufen werden 
nach unseren Erfahrungen durch giirende Hefe zu Anilin re- 
duziert, wahrend uns die Azoderivate bisher kein Anilin er- 
gaben; ob dieses unter anderen Versuchsbedingungen der Fall 
ist, bleibe dahingestellt. 

Die experimentelle Handhabung ist bei allen erwahnten 
KG6rpern prinzipiell dieselbe, die wir friiher bei der Reduktion 
des Nitrobenzols beschrieben haben. Sie ist jedoch insofern 
schwieriger als dort, als hier feste K6rper vorliegen, die sich weniger 
leicht in dem Girgut verteilen. Die Substanzen sind zwar in 
allen Fallen in alkoholischen Lésungen den Hefenansatzen zu 


Q* 
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gefiigt worden, es ist jedoch unvermeidlich, daB ein Teil hier- 
bei wieder ausfallt. 

Die Ausbeuten an Anilin betrugen bei Verwendung von 
21g Nitrosobenzol 4,0g Anilin, bei Zugabe von ebensoviel 
Phenylhydroxylamin 7,5 g Anilin. Daneben entsteht in 
beiden Fallen Azobenzol, das wir in reinem Zustande iso- 
liert haben und dessen Bildung leicht verstiandlich ist. Was 
aus dem Rest der Ausgangsmaterialien wird, haben wir nicht 
ermittelt. 

Die bekannte Empfindlichkeit des Phenylhydroxylamins ist 
wohl der Grund, da8 auch in den stets vorgenommenen Kon- 
trollversuchen mit abgetéteter Hefe deutliche Mengen an Anilin 
erhalten wurden, allerdings nur etwa die Halfte der Anilin- 
quantitat, die beim Versuch mit lebender Hefe isoliert wurde. 
Beim Nitrosobenzol ergab die Kontrolle mit toter Hefe zwar 
ein rasches Verschwinden der urspriinglichen Substanz, jedoch 
trat dabei Anilin nur in sehr geringem Umfange auf?). 

Bemerkenswert ist, da Phenylhydroxylamin in der an- 
gewandten Konzentration die Garung tiberhaupt nicht merklich 
hemmt, und da8 auch Nitrosobenzol nur eine voriibergehende 
Verlangsamung hervorruft. 

Die Resultate unserer Versuche sprechen demnach mit 
einiger Wahrscheinlichkeit dafiir, daB die phyto- 
chemische Reduktion der Nitrogruppe tber die Stufen 
des Nitroso- und Hydroxylaminrestes gehen kann. 

Die Reduktion des Nitrosobenzols ist insofern noch von In- 
teresse, als auch eine primire Bildung von Nitrosoderivaten in 
der Pflanze durchaus im Bereich der Méglichkeiten liegt. Denn 
bei den Nitrifikationsprozessen entstehen auch Nitrite, und Nitroso- 
derivate kénnen als einfachste organische Abkémmlinge der 


*) Das Nitrosobenzol verhialt sich gegen tote Hefe nicht viel anders 
als Nitrobenzol. DaB die organische Substanz der Hefe an sich — ohne 
gleichzeitigen Ablauf eines Girungsaktes — kleine Mengen Nitrobenzols 
reduziert, haben wir friiher angegeben und wollen bemerken, da8 wir 
inzwischen zufallig auf eine an versteckter Stelle stehende altere Angale 
von E. Pozzi-Escot (Bull. de l’Association de Chim. de Sucr. et Dist. 
21, 1073) gestoBen sind, wonach auch ein verdiinnt alkoholischer Auszug 
von Hefe einige Tropfen zugesetzten Nitrobenzols in Anilin verwandeln 


kann. 
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salpetrigen Saure (c) aufgefaBt werden, wie die Nitroderivate 
als entsprechende Abkémmlinge der Salpetersaure (d): 


¢) R.H+HO.NO =H,0-+R.NO, 
d) R.H + HO.NO, =H,O+R.NO,,. 


Experimenteller Teil. 
1. Azobenzol. 

Ein Gemisch von 500 g Rohrzucker, 5000 cem Leitungs- 
wasser und 500 g Hefe (Rasse XII des Instituts fiir Garungs- 
gewerbe in Berlin) wurde in einer 5-l-Flasche in lebhafte 
Garung versetzt. Dann wurden 15 g Azobenzol, gelést in un- 
gefahr 50 ccm 90°/,igem Alkohol, langsam zugesetzt. Die 
Garung wurde kaum merklich gehemmt. Nach 5tiigigem Stehen 
zuerst bei Zimmertemperatur und dann im Brutschrank war 
der Zucker vergoren. Der Inhalt der Flasche wurde nun in 
ein groBes DestillationsgefaB aus Kupfer iibergefiihrt, die 
Flissigkeit deutlich alkalisch gemacht und mit Dampf_ iiber- 
destilliert. Das etwa 21 betragende wisserige Destillat wurde 
hierauf mit Schwefelsiure angesduert und nochmals der Dampf- 
destillation unterworfen. Dabei verfliichtigten sich jedesmal deut- 
liche Mengen von unveriindertem Azobenzol, das sich zum gré8ten 
Teil in den typischen roten Krystallen im Kiihler absetzte. 

Nachdem das iibergehende Destillat rein wisserig und klar 
geworden war, wurde die Destillation unterbrochen, der Destil- 
lationsriickstand mit Kalilauge gerade alkalisch gemacht und von 
neuem destilliert. Dies etwa 11 betragende Destillat wurde aus- 
geithert und der Ather nach dem Trocknen iiber entwissertem 
Natriumsulfat abdestilliert. Es hinterblieb eine kleine Menge 
gelblichen Oles, die wohl qualitativ Anilinreaktionen (Chlorkalk- 
und Diazoprobe) gab, die jedoch keinen richtigen Siedepunkt 
zeigte. Im ganzen betrug die Menge des Atherriickstandes 
héchstens 0,5 g. 

2. Azoxybenzol. 

Der Garansatz wurde mit 500 g Zucker, 51 Wasser und 500 g 
Hefe XII unter Zusatz von 15 g Azoxybenzol (in Alkohol ge- 
lést) in genau derselben Weise gemacht, 5 Tage stehen gelassen 
und dann der Destillation unterworfen, wie zuvor beschrieben 
ist. Hier wurde bei der Destillation aus saurer Lésung ebenfalls 
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Azobenzol erhalten, dagegen konnte aus dem Destillat der al- 
kalischen Destillation auch hier keine meBbare Menge reinen 
Anilins isoliert werden. 


3a. Nitrosobenzol. 

Zu einem Giaransatz von 500g Zucker, 51 Wasser und 
500 g Hefe XII wurde im Verlauf von einigen Stunden die 
Lésung von 21,4 g (*/,, mol.) Nitrosobenzol hinzugesetzt. Die 
Garung wurde hierbei deutlich verlangsamt, erholte sich jedoch 
spater wieder vollstindig. Nach 5dtiigigem Stehenlassen bei 
Zimmertemperatur und im Brutschrank wurde das Girgut der 
Dampfdestillation unterworfen, indem zuerst aus alkalischer 
Lésung destilliert und dann das Ubergegangene noch ein- 
mal in schwefelsaurer Lésung mit Dampf behandelt wurde; 
dieses Destillat wurde ausgeathert. 

Der nach dem Abdunsten des sauren Atherextrakts hinter- 
bliebene Riickstand erstarrte zu einer roten strahligen Masse, 
die sich nach dem Umkrystallisieren aus Ligroin als reines Azo- 
benzol vom Schmelzpunkt 68° erwies. 

Der schwefelsaure Destillationsriickstand wurde alkalisch 
gemacht und abermals mit Dampf behandelt. Das Destillat 
wurde dann erschépfend ausgeithert, der Ather iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und abdestilliert. Als Riickstand des alkali- 
schen Atherauszugs hinterblieb ein gelbliches O61, das der 
fraktionierten Destillation unterworfen wurde. Nachdem wenige 
Tropfen einer mercaptanahnlich riechenden wasserklaren Fliissig- 
keit ubergegangen waren, stieg das Thermometer unmittelbar 
auf 180° und es wurden 4,0 g reines Anilin vom Siedepunkt 
180 bis 183° erhalten. 

Das Anilin wurde qualitativ durch die Reaktionen mit 
1,2 Naphthochinonsulfoséure(-4) und mit Chlorkalk nachge- 
wiesen und sein Vorliegen durch die Analyse des erhaltenen 
Anilins und des daraus dargestellten Anilinsulfats erhiartet. 


1. 0,1578 g gaben 0,4462 g CO, und 0,1053 g H,0. 
C,H,N Ber.: C= 77,42, H=7,53°/,; 
gef.: C== 77,17, H=7,48°,. 
2. 0,2892 g Sulfat gaben 0,2439 g BaSO, (= 0,0334 gS). 
(C,H,N),H,SO, Ber.: S = 11,27°/,; 
gef.: S = 11,579). 
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3b. Versuch mit Nitrosobenzol und abgetéteter Hefe. 
500 g Hefe XII wurden in 2500 g Wasser 1 Stunde lang auf 
100° erhitzt. Gleichzeitig wurden 500 g Zucker durch Erwairmen 
mit 2300 ccm Wasser und 100 ccm n-Schwefelsiure invertiert, 
mit 100 ccm n-Natronlauge neutralisiert und dann der Hefen- 
abkochung zugefiigt. Nach dem Erkalten wurden dieser Mischung 
21,4 g Nitrosobenzol, in Alkohol gelést, zugesetzt. Der Ansatz 
blieb genau wie zuvor beschrieben stehen und wurde nach 
5 Tagen verarbeitet. Wir erhielten bei der Destillation aus 
saurer Losung kein Nitrosobenzol zuriick, dagegen etwas Azo- 
benzol. Das Destillat aus alkalischer Lésung ergab nach dem 
Ausithern 0,8 g Anilin vom Siedepunkt 179 bis 183°. 


4a. B-Phenylhydroxylamin. 

Zu einem Giransatz von 500 g Rohrzucker, 500 g Hefe XII 
und 5000 g Wasser wurde die alkoholische Lésung von 21,8 g 
Phenylhydroxylamin allmahlich hinzugesetzt. Hierbei war kaum 
eine Hemmung der Garung zu konstatieren. Nach 5 tagigem 
Stehenlassen wurde der Ansatz in der mehrfach beschriebenen 
Weise der Destillation unterworfen. Das Destillat aus saurer 
Lésung ergab nach dem Ausathern gegen 2 g reines Azo- 
benzol in roten charakteristischen Krystallen, die auf Ton ab- 
gepreBt richtig bei 67 bis 68° schmolzen. 

Das Destillat aus der alkalischen Lésung hinterlieB nach 
dem Ausithern und Abdestillieren des Athers ein helles 0), 
das beim Rektifizieren 7,5 g reines Anilin vom Siedepunkt 
180 bis 183° und mit den charakteristischen Reaktionen ergab. 
Zur Analyse wurde ein Teil in das Sulfat verwandelt. 

0,2866 g Sulfat gaben 0,2323 g BaSO, (= 0,0319 g 8). 

(C,H,N),H,SO, Ber.: S=11,279/,; 
gef.: S==11,10°/). 

4b. Der Versuch mit abgetéteter Hefe wurde in genau 
derselben Weise angesetzt, wie unter 3b beschrieben ist. Es 
waren 21,8 g Phenylhydroxylamin in alkoholischer Lésung z1- 
gegeben worden. Die weitere Verarbeitung ergab deutliche 
Mengen von Azobenzol, und aus dem Destillat der alkalisch 
gemachten Lésung konnten 3,8 g reines Anilin isoliert werden. 





Phytochemische Reduktionen. VI. 
Bildung von n-Hexylalkohol durch Hefe. 
Von 
C. Neuberg und F. F. Nord. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Die Reduzierbarkeit der aliphatischen Aldehyde 
mit gerader oder verzweigter Kohlenstoffkette zu den 
entsprechenden Alkoholen durch Hefe ist an einer 
gréBeren Reihe von Beispielen durchgefiihrt worden. 
Bisher haben sich alle einfachen Aldehyde bis zur Reihe C, 
und der Heptylaldehyd der Reduktion durch Hefe, wenn auch 
mit verschiedener Leichtigkeit und in wechselndem Umfange, 
als zuginglich erwiesen’). 

Insbesondere hatte es sich bei diesen Untersuchungen ge- 
zeigt, da8 der kohlenstoffreichste der bisher gepriiften Aldehyde, 
das Onanthol (n-Heptylaldehyd), der phytochemischen Reduktion 
den stirksten Widerstand entgegensetzt. Es hat nicht den 
Anschein, als ob dieses Verhalten allein mit der GréBe des 
Molekulargewichtes zusammenhangt, da zwischen der Reduzier- 
barkeit der verschiedenen Aldehyde mit 3, 4 und 5 Kohlen- 
stoffatomen keine sehr deutlichen Differenzen bestehen. Viel- 
mehr diirfte die sprunghafte Anderung mit dem Umstande 
zusammenhingen, daB der Aldehyd der C,-Reihe eine dem 
Stoffwechsel der Hefe wohl véllig fremde Substanz ist und 
sich so als schaédigend und als schwerer angreifbar erweist. 

Mit der Geradlinigkeit der Kohlenstoffkette darf 
man diese Verhiltnisse kaum in Zusammenhang bringen. Denn 


1) C. Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 1912 bis 1914. 
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auch der von uns jiingst untersuchte n-Valeraldehyd') kann 
ebenso glatt wie die verzweigten Valeraldehyde von Hefe in 
den entsprechenden n-Amylalkohol iibergefiihrt werden. Frei- 
lich diirfte nach unseren Ausfiihrungen der n-Valeraldehyd in- 
folge seiner Verwandtschaft mit dem EiweiSspaltungsprodukte 
Norleucin dem Organismus der Hefe nicht fremd sein. 

Wegen der Beziehung zu all diesen Fragen schien es nun 
nicht uninteressant, den zwischen n-Heptylaldehyd und n-Valer- 
aldehyd stehenden n-Capronaldehyd auf sein Schicksal bei 
der Einwirkung von Hefe zu untersuchen. 

In der Tat zeigt diese Substanz ein Verhalten, das etwa 
zwischen dem des n-Heptan- und n-Pentanderivates in der 
Mitte steht: Girende Hefe fiihrt den n-Capronaldehyd 
langsam und in mittlerer Ausbeute in n-Hexylalkohol iiber. 
Fiir die gleichzeitige Bildung von n-Capronséure haben wir 
keinerlei Anhaltspunkte gefunden. 

Der isolierte Garungshexylalkohol erwies sich als véllig rein. 

Es sei schlieBlich darauf hingewiesen, daB n-Hexylalkohol 
angeblich auch in den Fuselélen aus Korn, Eicheln und Wein- 
trebern sowie im Ol der Friichte und Samen verschiedener 
Heracleumarten gefunden worden ist. Die Konstitution dieses 
Hexylalkohols steht allerdings hier ebensowenig fest wie die 
der natiirlich vorkommenden Capronsauren, eine Tatsache, 
die Neuberg und Rewald*) bei der Synthese der aktiven 
Capronsduren hervorgehoben haben und die immer wieder be- 
tont werden muB. 


Experimentelles. 


Als Ausgangsmaterial stand uns reiner n-Capronaldehyd 
zur Verfiigung, fiir dessen Uberlassung wir der chemischen 
Fabrik Schimmel & Co. in Miltitz bei Leipzig auch an 
dieser Stelle besonders danken mdochten. 

Nochmalige Rektifikation ergab, daB der n-Capronaldehyd 
nahezu vollig zwischen 125,5° bis 127° siedete. 

Die Garversuche selbst wurden mit zwei Heferassen an- 
gesetzt: mit der untergiérigen Hefe K und der obergirigen 
Hefe M. 


1) C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 62, 482, 1914 
*) C. Neuberg und B. Rewald, diese Zeitschr. 9, 403, 1908 
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a) 

Zu einem in Géarung befindlichen Gemisch von 300 g 
Rohrzucker, 3000 ccm Leitungswasser und 300 g Hefe M 
wurden tropfenweise 21 g n-Capronaldehyd gefiigt. Die Girung 
verminderte sich zusehends und war beim Stehen bei Zimmer- 
temperatur nach einigen Stunden vollkommen erloschen, ob- 
gleich noch erhebliche Mengen unzersetzten Zuckers zugegen 
waren. Auch beim Verweilen im Brutschrank kam die Garung 
nicht in Gang. Sie setzte jedoch wieder ein auf Zugabe von 
150 g Hefe und 100 g Zucker. — Nach ungefahr 36 Stunden 
hérte die Garung abermals auf, und es war bis zum vollstandigen 
Verschwinden des Traubenzuckers ein allmahlicher Zusatz von 
insgesamt 700 g Hefe und noch von 200 ccm Wasser not- 
wendig. Am 13. Tage wurde das gesamte Girgut unter Nach- 
spilen in zwei kupferne Destillierblasen tibergefiihrt und mit 
Wasserdampf behandelt. 

Von den 4600 ccm des Girguts wurden zuerst 2800 ccm 
abdestilliert und dieses Destillat dann ohne Anwendung von 
Wasserdampf zur Hilfte iibergetrieben. 

Nach zweimaliger Ausitherung des Riickstands wurde der 
iibergegangene Anteil 6 mal griindlich mit je 150 ccm Ather 
ausgeschiittelt. Die vereinigten Atherextrakte wurden 3 mal mit 
je 220 ccm 20°/,iger Bisulfitlésung geschiittelt, mit wenig 
Wasser gewaschen und iiber gegliihtem Natriumsulfat getrocknet. 

Die Hauptmenge des Athers wurde alsdann auf dem 
Dampfbade abgetrieben und der Riickstand iiber frisch ent- 
wassertem Kupfersulfat nochmals 24 Stunden getrocknet. — 

Die in den friiheren Arbeiten beschriebene systematische 
Aufarbeitung am Birectificator’) ergab 5,5 g n-Hexylalkohol 
vom Siedepunkt 155 bis 160°. 

AuBerdem wurde etwa 1 g einer hoher siedenden Fraktion 
erhalten, die ganz neutral reagierte, in verdiinnter Lauge un- 
léslich, also sicher keine Capronsaure war. 


b) 
Zwei entsprechende Ansatze wurden mit der untergarigen 
Hefe K angestellt, und zwar bestand das urspriingliche Garungs- 


") Des hohen Siedepunktes wegen konnte nur ein zweikugeliger 
verwendet werden. 
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gemisch aus je 300 g Zucker, 300 g Hefe und 3000 ccm 
Leitungswasser sowie 10,5 g n-Capronaldehyd. Die Erschei- 
nungen der Garungsverzégerung und deren Behebung durch 
fortgesetzte Nachfiillung von Hefe, Wasser und Zucker ge- 
stalteten sich genau wie sub a). Die Aufarbeitung erfolgte hier 
auch am 13. Tage. 

Das Girgut der beiden letzten Ansitze zusammen belief 
sich schlieBlich auf 9960 ccm, die aus einem 30 | fassenden 
Kessel der Wasserdampfdestillation unterworfen wurden. 

Die Aufarbeitung in der geschilderten Weise ergab jetzt 
9,5 g n-Hexylalkohol vom Siedepunkt 154 bis 160°. 

Die Ausbeute ist unter diesen Umstinden fast doppelt so 
groB wie bei Versuch a). Auch hier ist keinerlei Anhaltspunkt 
fiir das Auftreten von Capronsiure gewonnen worden. 

Durch erneute Fraktionierung wurde fiir die Analyse ein 
n-Hexylalkohol erhalten, der bei 762 mm zwischen 156 bis 
157° sott. 

0,1444 g Subst. gaben 0,3705 g CO,, 0,1779 g H,O; 

0,1177 g ” ” 0,3023 g » 0,1464g » 


C,H,,0 (102) ber.: C = 70,59, H = 13,72°),; 
gef.: C = 70,01, H = 13,75 °/), 
und C = 70,05, H = 13,80°/). 
Auch die Darstellung der schwerléslichen «-Naphthyl- 
isocyanatverbindung gelang. 
Die Reduktion des n-Hexylaldehyds zu n-Hexylalkohol ist 
also durch Einwirkung von Hefen moglich. 














Kommen im Harn den Kresolen isomere Substanzen, 
»Urogol* und ,Urogon*, vor? 


Von 
C. Neuberg und L. Czapski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Vor einigen Jahren hat W. Mooser’) angegeben, daB im 
Kuhharn in der Fraktion der Phenole neben den lange be- 
kannten Kresolen (CH,.C,H,.OH) ein gleich zusammenge- 
setzter, aber isomerer K6rper vorkomme, den er geneigt ist, 
fiir einen Vertreter der Terpengruppe zu halten. Diesen Korper 
nennt er Urogon (C,H,O) und glaubt ihm Ketoncharakter 
zuschreiben zu sollen. Bei Behandlung mit wisseriger Kalilauge 
soll daraus ein Kohlenwasserstoff (C,,H,,), das Urogen, und ein 
wiederum dem p-Kresol isomerer, phenolartiger K6érper, das 
Urogol (C,H,0O), entstehen. 

An sich wire das Vorkommen eines der hydroaromatisch 
Reihe angehorigen Koérpers im Kuhharn gar nicht so unwahr- 
scheinlich, da ja die Herbivoren reichlich Gelegenheit haben, 
mit den Vegetabilien Substanzen der Terpengruppe aufzunehmen. 

Der Befund Moosers gewann dann durch die Mitteilung 
von Fricke’) an Interesse, dafS Urogon nicht nur im Harn 
einiger Haustiere (Pferd, Esel, Schaf, Ziege, Schwein und Hund), 
sondern auch im Menschenharn vorhanden sei. 

Schon friiher hat der eine von uns*) kurz angegeben, daB 
ihm die Reindarstellung dieser Kérper aus Rinderharn nicht 
gelungen sei. 


1) W. Mooser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 63, 181, 1909. 
*) E. Fricke, Arch. f. d. ges. Physiol. 156, 225, 1914. 
8) Neuberg, ,Der Harn“ J, 518, 1911. 
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Welche Bewandtnis es auch mit dem Kohlenwasserstoff 
(Urogen) haben mag, auffiallig ist von vornherein die Existenz 
zweier Kresolhomologen, von denen eins Keton-, das andere 
Phenolnatur besitzen, aber mit keinem der drei Kresole identisch 
sein soll. 

Unter diesen Umstinden schien uns eine Nachpriifung 
der Grundlage wiinschenswert, auf die Mooser die Isolie- 
rung seines Ausgangsmaterials, des Urogons, griindet. 

Die Methodik der Isolierung des Urogons bestand kurz in 
folgendem: 

Der auf */,, seines Volumens eingedampfte Kuhharn wird 
portionsweise zu je 500 g mit 25 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure angesduert und destilliert, bis im letzten Destillate keine 
Millonsche Reaktion mehr erzeugt werden kann. Das Destillat 
wird nach Ubersittigung mit Calciumcarbonat unter Einleitung 
von Kohlenséure nochmals in mehreren Portionen destilliert. 
Hierbei geht neben den Phenolen und Kresolen ein Ol iiber. Die 
Tennung dieses Oles geschieht nach Mooser folgendermaBen: 

»Die iibergegangenen Portionen werden mit Kalilauge 
leicht alkalisch gemacht und durch eine erstmalige Ausschiit- 
telung mit reinstem Petrolither im Scheidetrichter die Haupt- 
menge des Oles daraus gewonnen. Die wisserige alkalische, 
die Phenole enthaltende Fliissigkeit wird auf dem Wasserbade 
konzentriert, nochmals extrahiert und nach Entzug des Olrestes 
mit verdiinnter Schwefelséure leicht tibersiuert.“ 

Die Petrolaitherextraktion der sauren Fliissigkeit ergab dann 
in gewohnter Weise Parakresol, die der schwach alkalischen 
Fliissigkeit das Urogon. 

Der springende Punkt der von Mooser geiibten Methodik 
liegt in der Annahme, daB aus schwach alkalischer Lésung 
Phenol bzw. Kresol durch Petrolaither nicht extrahierbar sei. 
Obgleich der Autor’) angibt, sich von diesem Umstande iiber- 
zeugt zu haben, ist ihm hier jedoch ein Irrtum unterlaufen, 
der die Ergebnisse seiner Untersuchungen iiber die Korper der 
Urogonreihe vollig in Frage stellt. 

Es 148t sich durch die einfachsten Versuche dar- 
tun, daB einer leicht alkalischen Phenollésung durch 


1) 1. c. S198 bis 194. 
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Petrolather ein sehr erheblicher Teil der Phenole ent- 
zogen wird’). An verschiedenen Stellen ihrer Mitteilung geben 
Mooser und Fricke an, die Fraktion der Roh-Phenole mit 
Lauge ,leicht“ alkalisiert zu haben. 

Kraftig alkalische Reaktion tritt nun bereits ein, 
wenn man zu 100 ccm einer 4,7°/,igen Phenollésung (*/,-Phe- 
nol) 1,2 ccm n-Kalilauge fiigt. Fiir 100 ccm einer 5,4°/,igen 
p-Kresollésung (®/,-Kresol) sind 1,3 ccm n-Kalilauge erforderlich. 
Diese Reaktion gilt gegeniiber Phenolphthalein als Indicator; 
nimmt man Lackmus als Indicator, so bewirkt prak- 
tisch schon der Zusatz des ersten Tropfens n-Lauge 
Blaufairbung! 

Es kann also nicht zweifelhaft sein, da8 Mooser bei seiner 
Methodik als Urogon zum mindesten einen sehr erheb- 
lichen Teil gewohnlicher Harnphenole isoliert hat. 
Auch die weitere Reinigung, die Mooser*) mit dem Urogon 
vornimmt, andert daran nichts. 

Er extrahiert zwecks ,Reinigung“ beispielsweise 20 g 
Urogon nach Zugabe von 20 ccm 10°/,iger Kalilauge im Ex- 
traktionsapparat erschépfend mit Petrolather und gewinnt nach 
seinen eigenen Angaben das angewandte 01 dabei nahezu voll- 
stindig zuriick. 

Selbst bei Zugabe einer solchen Quantitaét Lauge, daB mehr 
als ein Molekiil Alkali auf ein Molekiil Phenole kommt, 
liefert die erschopfende Extraktion im Perkolator einen Extrakt, 
der freie Phenole enthalt. (Siehe Versuch a und b.) 

Versuch a: 100 cem einer 4,9°/,igen (0,53 n-) Phenol- 
lésung werden mit 60 ccm n-Kalilauge versetzt und 8 Stunden 
mit Petrolaéther extrahiert. 

Nach Aufnahme des Auszugs in 80 com Wasser und Ab- 
dunsten des Petrolithers gibt eine Probe des Extraktes die 
Millonsche Reaktion sowie die Probe mit Bromwasser. 

Versuch b: 5,4 g Parakresol werden in 60 ccm n-Kali- 
lauge gelést, auf 100 ccm aufgefiillt und 8 Stunden mit Petrol- 
ather extrahiert. 


1) Analytisch laBt sich auch eine Abnahme der Phenole in der 
wiasserigen, mit Petrolither erschépften Lésung unschwer nachweisen. 
*) 1. o. 8. 188. 
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Nach Zusatz von 80 ccm Wasser zum Auszuge und Ab- 
dunsten des Petrolithers gibt eine Probe des Extraktes die 
Millonsche Reaktion, mit Eisenchlorid Blaufarbung, mit Brom- 
wasser einen Niederschlag und beim Erwairmen mit Salpeter- 
siure Gelbfarbung. 

Diese Abgabe von freiem Phenol und Kresol selbst 
aus mit Kalilauge tibersattigter Lésung an Petrolather 
hangt offenbar mit der Dissoziation der Phenolate zu- 
sammen und findet in der schwachen Saéurenatur der Phenole 
ihre Erklarung. 

Wir glauben, daB unsere Versuche die Annahme recht- 
fertigen, daB Urogon und Urogol mehr oder minder verun- 
reinigtes Kresol darstellten. Die von Mooser angegebenen 
physikalischen Eigenschaften des Urogons (Kp 199,9°) und 
des Urogols (Kp 207,6°) sowie die chemischen Reaktionen 
beider Kérper — d.h. ihr Verhalten zu Bromwasser, Millons 
Reagens, Eisenchlorid und Jodjodkalium — sprechen durchaus 
in gleichem Sinne. Ob daneben héher siedende Beimengungen 
an hydroaromatischen Substanzen vorhanden sind, mu8 dahin- 
gestellt bleiben. Ebenso scheint uns die Abstammung des 
Kohlenwasserstoffes (Urogen) unsicher. 








Die Valeraldehyd- und Amylalkoholgirung der Methyl- 
athylbrenztraubensaure. 


Von 
C. Neuberg und W. H. Peterson. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Fiir eine Reihe von a-Ketosiuren haben Neuberg und 
Mitarbeiter zeigen kénnen, daB sie der zuckerfreien Garung 
fahig sind. Durch lebende Hefen sowie durch ein in ihnen 
enthaltenes Ferment, die Carboxylase, werden diese «-Ketosaiuren 
in Kohlendioxyd und den entsprechenden Aldehyd 

R.CO.CO,H = CO, + R.COH 
gespalten. Diese Aldehyde kénnen sodann sekundir zu den 
entsprechenden Alkoholen reduziert werden. 

Das niedrigste Glied aus der Reihe der «-Ketosiuren, die 
Brenztraubensaure, steht in durchsichtigen Beziehungen zum 
Molekiil des Traubenzuckers, wihrend die homologen und sub- 
stituierten Brenztraubensiuren mit Spaltungsprodukten der Ei- 
weiBkérper, den o-Aminosiuren, chemisch wie biologisch ver- 
kniipft sind. In den a-Ketosiuren begegnen sich die 
ersten Abbauprodukte der wichtigsten stickstofffreien 
und stickstoffhaltigen Zellbausteine. 

Es ist nun in hohem Grade bemerkenswert, daB alle 
bisher untersuchten «-Ketosauren, die sich von Natur- 
produkten ableiten, der zuckerfreien Garung fahig sind. 

Diese Eigenschaft weist auf wichtige Zusammenhinge hin. 
Um weiteres Material fiir diese Fragen zu gewinnen, haben wir 
die bisher nicht gepriifte Methylathylbrenztraubensaéure 


CH, 
>CH—CO—COOH, 
C,H, 

auf ihr Verhalten zu Hefefermenten untersucht. 
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Verdiinnte wiasserige Losungen der Methylathyl- 
brenztraubensadure geraten mit ober- und untergarigen 
Hefen alsbald in Garung. 

Am energischsten wirkt die Oberhefe XII (des Instituts 
fiir Garungsgewerbe in Berlin). Auch Macerationssafte aus 
untergariger und obergariger Hefe bringen die Sub- 
stanz zur Garung. Die Vergarung der Methylathylbrenz- 
traubensiure kann also auf rein enzymatischem Wege, losge- 
lést vom Leben der Hefen, bewerkstelligt werden. 


Wenn auch die Garungserscheinungen bei der Methyl- 
aithylbrenztraubensaure nicht so stiirmisch wie bei der Brenz- 
traubensaure selbst verlaufen, so wird man dieselben doch wohl 
dem gleichen Ferment, der Carboxylase, zuschreiben diirfen. 
Dieses Enzym ist vielleicht den verschiedenen Substraten (Brenz- 
traubensiure, «-Ketopropionsaure, Oxalessigsdure, «-Ketoglutar- 
saure, den aromatischen Ketoséuren und der Methylathylbrenz- 
traubensdure) in etwas verschiedener Weise angepaBt; es spaltet 
sie ungleich stark, ahnlich wie das Emulsin die einzelnen /-Glu- 
coside mit wechselnder Kraft zerlegt. Selbstverstandlich kénnten 
auch verschiedene Carboxylasen vorliegen, doch scheint ihre 
einheitliche Betrachtung bei den nahen Beziehungen der Sub- 
strate vorliufig angebracht. 


Die zuckerfreie Garung von Methylathylbrenztraubensaure 
verlauft nun ihrem Wesen nach ganz analog der von einfacher 
Brenztraubensaure. Als erstes Spaltungsprodukt entsteht 
neben Kohlensaure Methylathylacetaldehyd, 


H,. 
* SCH—CHO, 
C,H 


5 


der in kleiner Menge auch als solcher zu fassen ist, haupt- 
sichlich jedoch zu dem entsprechenden Amylalkohol, 
dem Methylathylcarbincarbinol, 
CH, 
>CH—CH,OH, 
C,H,” y 
reduziert wird. Daneben treten in nicht unbetriachtlicher 
Quantitat auch neutrale wie saure Kondensationsprodukte auf, die 


teils den Charakter einfacher Aldole, teils den von Substitutions- 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 3 
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produkten der «-Ketovalerolacetoncarbonsaure’) haben, sowie 
auch eine fliichtige Fettsiure, die Valeriansaure, 

CH, 

C,H,’ 

Der Beginn des Zerfalls von Methylathylbrenz- 


CH—COOH. 


traubensaéure unter dem Einflusse der Carboxylase 
gibt sich auBerordentlich schnell zu erkennen. Schon 
nach ungefihr 2 Minuten tritt bei der Verwendung einer 
0,75°/,igen Séure und lebender Hefe in dem vorher fast ge- 
ruchlosen Girgut ein charakteristischer Geruch nach Valer- 
aldehyd und Amylalkohol auf. Diese Umsetzung der Methyl- 
ithylbrenztraubensiure kann somit geradezu fiir eine Demon- 
stration der zuckerfreien Garung dienen. 

Die Menge an reinem Amylalkohol, die wir isolierten, 
war wegen des Auftretens der erwahnten anderen Produkte 
nicht groB. 

Wir konnten in Substanz nur 4,7 g bei Verarbeitung von 
60 g Methylathylbrenztraubensiure abscheiden. 

Hierbei sind jedoch auch die folgenden Punkte zu _beriick- 
sichtigen. Es entsteht daneben, wie erwahnt, Methylithylacet- 
aldehyd, ferner Valeriansiiure und verschiedene héhere Kon- 
densationsprodukte. Die Abtrennung dieser verschiedenen Re- 
aktionsprodukte aus dem Gargut und ihre Scheidung ist keines- 
wegs leicht und quantitativ. 

Theoretisch kénnte ein Molekiil Methylathylbrenztrauben- 
siiure (Molekulargewicht 130) ein Molekiil Amylalkohol (Molekular- 
gewicht 88) liefern. 

Nun ist das verwandte Ausgangsmaterial, 

*GH.CO.COOH, 
C,H,. 
eine racemische Verbindung, deren vollstindige Zerlegbar- 
keit durch die Carboxylase zweifelhaft erscheinen mu. 

Die polarimetrische Untersuchung des isolierten Amy]- 
alkohols tat ohne weiteres den asymmetrischen Angriff 
der Methylathylbrenztraubensiure durch die Hefen- 
fermente dar und gab zugleich interessante Aufschliisse iiber 


die Art, wie die zuckerfreie Garung verlauft. 


") Vgl.C. Neuberg, Die Girungsvorginge, Monographie, 19138, S. 35. 


— 
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Der entstandene Amylalkohol erwies sich als op- 
tisch aktiv, und zwar als linksdrehend. Es war der bei 
der Vergiirung der natiirlichen Maischen und Melassen auf- 
tretende, linksdrehende d-Amylalkohol') gebildet worden. Der- 
selbe hatte die spezifische Drehung gleich —- 1,75°, bestand also 
zu rund 30°), aus der aktiven Form, die hier zum ersten 
Male durch zuckerfreie Girung und Abbau aus nicht 
stickstoffhaltigem Material erhalten worden ist. 

Wie hat man nun die Entstehung des aktiven 
Alkohols zu deuten? 

Es bestehen zwei Méglichkeiten: Von den Komponenten 
der Methylathylbrenztraubensiure kann eine Form vollstandiger 
als die andere durch die Carboxylase gespalten worden sein, 
so daB optisch-aktiver Valeraldehyd im Uberschu8 und daraus 
optisch-aktiver Amylalkohol entstanden ist. Die zweite Még- 
lichkeit besteht darin, daB die Carboxylasespaltung der Methyl- 
athylbrenztraubensiure zwar symmetrisch verlaufen ist, die 
Reduktion des gebildelen Methylathylacetaldehyds aber asym- 
metrisch vor sich geht. Eine Entscheidung zwischen beiden 
Moglichkeiten war durch die optische Untersuchung des noch 
unzerlegten Anteils der Methylithylbrenztraubensiure im Gir- 
gut gegeben. Besitzt der restierende Anteil der Methylithyl- 
brenztraubenséure ein Drehungsvermégen, so ist daraus mit 
groBer Wahrscheinlichkeit auf die asymmetrische Spaltung dieser 
Saiure selbst unter dem Einflusse der Carboxylase zu schlieBen. 

Die Priifung des unangegrifienen Teils der Methylathyl- 
brenztraubensaure ergab, daB die urspriinglich racemische Saure 
aktiv geworden war, und zwar befand sich im Riickstande eine 
stark linksdrehende Methylathylbrenztraubenséure. DaB die- 
selbe in véllig reiner Form vorgelegen hat, ist unwahrschein- 
lich. Denn der Umstand, da8 der isolierte Amylalkohol nur zu 
30°), optisch-aktiv war, zeigt, daB wohl beide Komponenten 
der Methylathylbrenztraubensaiure durch Carboxylase angegriffen 
werden, wenn auch in ungleichem AusmaBe. 

Im Einklang mit all diesen Tatsachen steht, daB auch der 

1) Entsprechend dem Vorschlag von W. Marckwald (Ber. 35, 1599, 
1902) wird im folgenden der linksdrehende natiirliche Amylalkohol als 
d-Amylalkohol bezeichnet. Da die Valeraldehyde und Valeriansiiuren dem 
Alkohol entgegengesetzt drehen, so werden die livogyren Formen des 
Methylithylacetaldehyds und der Methy!athylessigsiiure l-Derivate benannt 


) 
oO 
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in kleiner Menge isolierte und als Zwischenprodukt zu betrach- 
tende Methylathylacetaldehyd linksdrehend’) befunden 
wurde und die erhaltene Valeriansaure sich gleichfalls als 
lavogyr erwies. 

Diese Daten erméglichen, uns ein Bild von den Vorgangen 
bei der Amylalkoholgirung der Methylithylbrenztraubensiure 
zu machen. Dieselbe vollzieht sich folgendermaBen: 

In der ersten Phase der Reaktion wird die d, l- 
Methylaithylbrenztraubensaure durch die Carboxylase 
in typischer Weise zerlegt, wobei CO, und Valer- 
aldehyd auftreten. Dabei wird diejenige Form der 
Saure, die d-Methylathylacetaldehyd liefert, in 
groBerem Umfange oder schneller gespalten. 

In der zweiten Phase werden der entstandene 
d-Valeraldehyd und seine daneben gebildete 1-Form 
hydriert, wobei Amylalkohol mit einem UberschuB 
von 30°/, an der d-Komponente erzeugt wird. Offenbar 
gehen die Umwandlungen der zum d-Amylalkohol fiihrenden 
Formen so rasch vor sich, daS8 etwas vom linksdrehenden 
1-Valeraldehyd nachweisbar bleibt. 

Als dritte Reaktion vollzieht sich daneben eine 
Bildung von 1-Valeriansiure; es muB dahingestellt 
bleiben, ob diese Valeriansiure durch eine Oxydation des 
l-Methylathylcetaldehyds oder durch eine Cannizzarosche Um- 
lagerung aus diesem 1-Valeraldehyd entsteht. Die optische 
Aktivitat der Valerianséure zeigt jedenfalls, daB sie nicht 
eine Verunreinigung des Ausgangsmaterials darstellt. Sie geht 
aus dem |-Valeraldehyd hervor, dessen Entstehung und Um- 
wandlung von dem Schicksal des Antipoden eben etwas ver- 
schieden ist. 

Aus unseren Versuchen ist zu folgern, daB der Methyl- 
aithylacetaldehyd sehr leicht zu dem entsprechenden Amyl- 
alkohol durch Hefe reduziert wird. Dies Verhalten befindet 
sich ganz in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen, die Neu- 
berg und Steenbock*) bei der Reduktion des_,,Isovaler- 


1) Der linksdrehende Valeraldehyd ist ein Derivat des natiirlich 
nicht vorkommenden 1-Amylalkohols. 

2) C. Neuberg und H. Steenbock, diese Zeitschr. 52, 494, 1913; 
59, 188, 1914. 
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aldehyds“ und Neuberg und Nord’) bei der Reduktion des 
n-Valeraldehyds durch Hefe gemacht haben. 

Wir glauben aber auch annehmen zu sollen, daB 
die zuckerfreie Garung der Methylathylbrenztrauben- 
siure mit dem Problem der natiirlichen Fuselélbildung 
in engem Zusammenhang steht. Nach den Untersuchungen 
von F. Ehrlich?) ist die Quelle des aktiven d-Amylalkohols 
der Fuselodle das d-Isoleucin, aus dem er ihn im Sinne der 
folgenden Formulierung ableitet: 

/H, 


C,H, 

CH, 

= CO, -+ NH,+, DCH .CH,OH. 
2 | é C,H, 2 


* 
CH .CHNH, .COOH ++ H,0 


Hinsichtlich einzelner Phasen dieser Reaktion haben bereits 
Neubauer und Fromherz®) (auf Grund des Befundes von 
Phenylglyoxalsiure bei der Vergarung von Phenylaminoessig- 
siure durch Hefe in Gegenwart von Zucker) die Vermutung aus- 
gesprochen, daB die von zuckervergirender Hefe aus zugesetzten 
Aminosiauren erzeugten Alkohole iiber die intermediar auftretende 
«-Ketosaiure gebildet werden. Die leichte Garbarkeit der Methyl- 
iithylbrenztraubensaure spricht nun durchaus dafiir, daB der Weg 
vom Isoleucin tatsaichlich iiber diese Ketosiure fiihrt. Da die 
Garung der Methylaithylbrenztraubensiure auch mit Macera- 
tionssiften eintritt und mit demselben Fermentmaterial auch 
von Neuberg und Steenbock‘) die Umwandlung der Valer- 
aldehyde in Amylalkohol erreicht worden ist, sind somit alle 
Phasen — bis auf die Desaminierung der Aminosiiure zur Keto- 
siure — losgelést vom Leben der Zelle verwirklicht, 
d.h. als rein enzymatische Reaktionen erkannt worden. 

DaB bei unseren Versuchen mit der d, l-Methylathylbrenz- 


traubensadure ein nur zu 30°), optisch-aktiver Amylalkohol er- 


0 
halten wurde, steht natiirlich in keiner Weise im Gegensatz 


zu diesen Darlegungen. Die Vergirung von natiirlichem Iso- 
leucin, die Ehrlich in Wirklichkeit einen héchstens 45°), igen 


1) C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 62, 482, 1914. 

*) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 2, 52, 1906; Ber. 40, 1030 u. 2551, 1907. 

8) O. Neubauer und K. Fromherz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
70, 326, 1911. 

*) le. 
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(aithylalkoholhaltigen) d-Amylalkohol ergeben hat, miBte ja 
theoretisch zu der reinen aktiven Form fihren. Denn die 
Desaminierung des aktiven Isoleucins liefert direkt eine aktive 
Form der Methylithylbrenztraubensiure, die natiirlich nur einen 
der aktiven Valeraldehyde und einen aktiven Amylalkohol ergibt. 
Die experimentellen Schwierigkeiten sind eben sehr groB. 

Die Amylalkoholbildung aus Methylaithylbrenz- 
traubensdure tut somit von neuem die Rolle der 
Carboxylase auch bei der Entstehung der héheren 
Alkohole dar. 


Experimentelles. 
1. Darstellung der racemischen Methylithylbrenztraubensiure. 


Fiir die Gewinnung der d, l-Methylathylbrenztraubensiure 
hat Mebus’) eine Vorschrift gegeben, der wir im ganzen haben 
folgen kénnen. Zunichst wird oxalsaures Athy] mit propior- 
saurem Athyl durch Natriumithylat kondensiert und der ent- 
standene Methyloxalessigester durch Jodathyl in Gegenwart von 
Natrium in den Methylathyloxalessigester tibergefiihrt; bei der 
nachfolgenden Einwirkung von Saure liefert er unter Abspaltung 
von Kohlenséure und unter gleichzeitiger Verseifung die in- 
aktive Methylathylbrenztraubensaure. 

Wihrend die Darstellung des Methyloxalessigesters ohne 
Schwierigkeit vor sich geht, ist die Einfiihrung des Athyls kein 
glatt verlaufender ProzeB. Mebus gibt an, 50°), Ausbeute 
an Methylathyloxalessigester erhalten zu haben. Jedoch ist es 
uns nicht médglich gewesen, bei Befolgung seiner Vorschriften 
dieses Ergebnis zu erzielen. Wir erhielten dabei nur 20°/, der 
Theorie. Soweit aus der Angabe von Mebus_hervorgeht, 
hat er Jodathyl auf etwas iiberschiissigen Methyloxalessigester 
in Gegenwart von 1 Mol alkoholischen Natriumathylats ein- 
wirken lassen. 

Viel giinstiger wird nun das Resultat, wenn man die Menge 
des Jodithyls auf 2 Mol vermehrt und diese auf etwas (rund 
10°/,) mehr als 1 Mol Methyloxalessigester in Gegenwart von 
1 Mol alkoholfreiem Natriumathylat einwirken laBt. Wir er- 
hielten so eine Ausbeute von 60 bis 70°/,, gelegentlich von 
80°), der Theorie. Wir beschreiben einen Versuch genauer: 


1) A. Mebus, Wiener Monatshefte 26, 483, 1905. 
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500 g reinster Methyloxalessigester (mol. Gew. 202) 
wurden zu 153 g alkoholfreiem Natriumiaithylat langsam 
hinzugesetzt, wobei der Kolben von auBen durch Eis gekiihlt 
wurde. Dabei geht zunachst nicht alles Natriumithylat in 
Lésung. Nach */, stiindigem Stehen und haufigem Umschiitteln 
wurden 700 g Jodathyl tropfenweise hinzugefiigt und nun- 
mehr das Gemisch nach 6fterem Umschiitteln auf dem Wasser- 
bade erwarmt. Dabei erfolgt vollstaindige Losung unter gleich- 
zeitiger Gelbrotfarbung. Das Erhitzen auf dem Wasserbade, wobei 
Jodathyl und Alkohol sieden, wird am RiickfluBkihler unter pein- 
lichem AusschluB jeglicher Feuchtigkeit (Chlorcalciumrohr-Ver- 
schliisse) 24 Stunden lang fortgesetzt. Dann wird am absteigenden 
Kiihler Jodathyl und Athylalkoho! nach Méglichkeit abdestilliert 
und die zuriickbleibende teigartige Masse mit Wasser und ver- 
dinnter Schwefelsaure bis zur sauren Reaktion auf Kongo versetzt. 
Darauf wird erschépfend mit Ather (10 mal) ausgeschiittelt und 
das Gemisch der Atherausziige mit Sodalésung, dann mit etwas 
Thiosulfatlésung zur Bindung einer kleinen Menge noch vor- 
handenen Jods‘) und schlieBlich mit etwas Wasser gewaschen. 
Die atherische Losung wurde iiber gegliihtem Glaubersalz scharf 
getrocknet und nach dem Abdestillieren des Athers auf dem 
Dampfbade der Riickstand der fraktionierten Destillation im 
Vakuum unterworfen. Bei 13 mm Druck siedet der Methyl- 
athyloxalessigester zwischen 132 und 135°. Ausbeute: 400 g. 

Die Umwandlung in Methylaithylbrenztraubensiure haben 
wir auch durch 20stiindiges Kochen des Methylathyloxalessig- 
esters mit der 10 fachen Menge 30 bis 35°/, iger Schwefelsaure ver- 
sucht. Selbst bei dieser stirkeren Saure (Mebus verwendet 
10°/,ige Schwefelsiure) ist die Hydrolyse nicht vollstandig. 
Nach dem Erkalten trennt man im Scheidetrichter den als Ol 
aufschwimmenden unverseiften Anteil von der schwefelsauren 
Lésung der Methylathylbrenztraubenséure und zieht letztere 
durch 10malige Extraktion mit reichlichen Mengen Ather aus. 
Die atherischen Losungen werden wtber gegliihtem Natriumsulfat 
getrocknet, abdestilliert und im Vakuum fraktioniert. Die reine 
Saure geht unter 11 mm Druck zwischen 70 bis 75° iiber; 
ein Teil sott jedoch erst gegen 80°. Die Saure  erstarrt 





1) Das Jodiithyl gibt immer etwas Jod ab. 
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manchmal von selbst, sonst im Frigo zu einer blatterigen, 
weiBen Masse, die bei 30° wieder schmilzt. 

Bei Verarbeitung von 213 g Methylathyloxalessigester er- 
hielten wir 40 g krystallisierte Methylathylbrenztraubensaure, 
wahrend 84 g unveranderten Methylathyloxalessigesters zuriick- 
gewonnen wurden und von neuem hydrolysiert werden konnten. 


2. Das Verhalten der Methylithylbrenztraubensiure zu ver- 
schiedenen Hefen und zu Macerationssaft. 

Kine 1°/,ige Lésung der Methylathylbrenztraubensaure 
gerat mit den obergarigen Hefen M und XII und der 
untergarigen Hefe K in Garung, allein die besten Resultate 
erhalt man mit etwas schwacherer Saure, deren Konzentration 
zwischen 0,6 und 0,8°/, liegt. 

Folgende Tabelle belehrt iiber das Verhalten. AuBer der 
freien Saure ist auch ihr Kaliumsalz gepriift, das gleich- 
falls in Garung gerat. 




















Tabelle. 
CO, nach 
3 Std. | 9 Std. |27 Std. 
Hefe XII mit Methylathylbrenztraubenséure . . . 2 7 | 9 
* - » @em Baliaméal .......5% 0,5 1,5 5 
» oo o@lileim.... 2. +. e+ ee eee 0 2 5 ie 
Hefe M mit Methylathylbrenztraubenséure .. . 2 5 | 6 
mo - ~S Gee MOS... ne eh it 0,5 2 4,5 
yn allen. ve eee eee ef 0 | 0 | 08 
Hefe K mit Methylathylbrenztraubenséure .. . Ts ie 
ee eee 15 | 25 | 25 
. See ech dt 6 ht ee eee 8 0 | O | Spur 
Macerationssaft \. mit Methylathyl- 0.75 | 2 5 ae 
aus untergiriger Hefe')§ brenztraubensiure §* * ‘| °° | "°° |? 
do. Se 62k Sixes 8 C=); & 0 


Aus der Ubersicht geht hervor, daB Hefe K ein schnelleres 
Einsetzen der Garung herbeifiihrt, wahrend mit Hefe XII die 
Zerlegung den gréBten Umfang erreicht. Bei dem Kaliumsalz 
ist natiirlich die Menge der entwickelten freien Kohlenséure 
geringer. Die in der Tabelle verzeichneten Versuche sind, wie 
iiblich, in Schrétterschen Garungsréhrchen angesetzt, die eine 


" Auch Macerationssaft aus obergariger Hefe (siehe Neuberg und 
Czapski, diese Zeitschr. 67, 9, 1914) vergirt die Methylaithylbrenz- 
traubensaure. 
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Kapazitit von 10ccm hatten. Auf 15ccm der Saure, die hier 
0,67°/,ig war, bzw. auf 15ccm des gleichfalls 0,67°/, igen Ka- 
liumsalzes wurde immer 1 g Hefe verwendet. 

Auch mit Macerationssaft aus untergiariger Hefe 
geriet die Methylathylbrenztraubensiure in Giarung. In Saft, 
der mit 0,7°/, der Saiure versetzt ist, entsteht eine starke Ko- 
agulation, trotzdem entwickeln sich beim Stehen im Brut- 
schrank Kohlensiéureblasen. Die zellfreie Garung der Saure ist 
sehr deutlich, verliuft jedoch nicht so rapide wie die der 
Brenztraubensaure. 


3. Girungsversuche in gréBerem Umfange. 

a) 150 g Hefe K wurden in 1500 ccm Leitungswasser von 
40° aufgeschwemmt und mit 15 g reiner krystallisierter Methyl- 
athylbrenztraubensaure versetzt. Nach dem Durchschiitteln der 
Mischung nimmt man sehr schnell den Geruch nach Amylverbin- 
dungen und alsbald auch die Entwicklung von Kohlensiure wahr. 

Das in einer 3-l-Flasche enthaltene Gemisch wurde unter 
VerschluB mit einem Wattebausch 48 Stunden im Brutschrank 
belassen. Alsdann wurde das Gargut in einer kupfernen Destil- 
lierblase so lange mit Wasserdampf behandelt, bis 1500 ccm 
iibergetrieben waren. Das Destillat wurde direkt 10 mal] mit 
je 200 ccm Ather ausgeschiittelt und die vereinigten Ather- 
extrakte in iiblicher Weise tber Glaubersalz getrocknet. Der 
gesamte Ather wurde hierauf am achtkugligen Birektifikator ab- 
destilliert und der dickfliissige Riickstand nochmals 14 Stunden 
scharf iiber entwissertem Natriumsulfat getrocknet. Er wurde 
nunmehr aus einem kleinen Kélbchen der fraktionierten Destilla- 
tion unterworfen. Bis 80° gingen Reste von Ather und etwas 
durch Selbstgarung der Hefe gebildeter Athylalkohol iiber. Dann 
wurde eine Fraktion zwischen 81 bis 102°, eine solche von 103 
bis 123°, eine solche von 124 bis 140°, eine Fraktion von 141 
bis 160° und schlieBlich eine solche von 161 bis 180° erhalten. 
Die zwischen 81 bis 102° iibergehende Menge belief sich auf 1,5 g, 
die zwischen 124 und 140° destillierte betrug 1 g. Letztere roch 
unverkennbar nach Amylalkohol. Die niedriger siedende ergab 
deutlich Aldehydreaktionen und roch auch nach Valeraldehyd. 

Da die Mengen zur sicheren Identifizierung zu gering erschienen, 
wurden zwei neue Ansitze mit groBeren Quantitaten angestellt. 
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b) 300 g Hefe XII wurden mit 3000 cem Leitungswasser 
und 30g reinster Methylathylbrenztraubensiure gemischt und 
2 Tage im Brutschrank belassen. Dann wurden abermals 150 g 
derselben Hefe hinzugefiigt und 3 weitere Tage digeriert. 
Um noch unveranderte Methylaithylbrenztraubensiure zuriick- 
zuhalten, wurden dann 50 g Calciumcarbonat hinzugesetzt 
und durch 2 stiindiges Schiitteln mit dem Gargut in méglichst 
innige Beriihrung gebracht. Alsdann wurde die weitere Ver- 
arbeitung genau wie bei Versuch a) vorgenommen, nur da 
erstmalig 3 1 mit Wasserdampf iibergetrieben wurden. Die 
Hauptfraktion, die zwischen 124 bis 140° sott, betrug hier 4,55 g, 
wahrend die Aldehydfraktion (85 bis 123°) nur minimal war. 
(Bei der langen Dauer des Versuchs ist offenbar der Aldehyd 
weitgehend zu Amylalkohol reduziert gewesen.) Zwischen 170 
bis 180° gingen 1,5 g eines stark sauer reagierenden Liquidums 
liber. In den wenigen Tropfen, die zwischen 85 bis 123° destil- 
lierten, war ein Gehalt an Aldehyd durch den positiven Aus- 
fall der Probe mit fuchsinschwefliger Saéure und alkalisch- 
ammoniakalischer Silberlésung zu konstatieren. 

c) Ferner wurde ein Versuch mit 2000 ccm Leitungswasser, 
200 g Hefe XII und 10g der krystallisierten Ketosiure ange- 
stellt. Nach 10 Minuten war die Entwicklung von CO, im 
Gange. Nach 24 Stunden wurden nochmals 100 g Hefe XII 
und zugleich auch noch 10 g Methylathylbrenztraubensaure zu- 
gegeben, worauf die schwach gewordene Garung wieder kraftig 
einsetzte. Nach 12 Stunden wurden wiederum 10 g Saure, aber 
keine Hefe mehr zugesetzt. Von diesem Zeitpunkte an wurde 
das Girgut noch 2 Tage im Brutschrank belassen. 

Nach griindlicher Durchmischung mit 70 g kohlensaurem 
Kalk und 2 stiindiger Schiittelung auf der Maschine wurde in 
iiblicher Weise destilliert. Die Verarbeitung und Fraktionie- 
rung ergaben 3,2 g Fraktion 80 bis 105°, 4,0g Anteil 106 
bis 140°, 0,5 g Substanz vom Siedepunkt 141 bis 160° und 
3g von 161 bis 180°. 

Fiir die weitere Verarbeitung wurde die Fraktion 106 bis 
140° (4 g) des letzten Versuchs mit den Anteilen der Versuche a 
und b vereint, die zwischen 124 bis 140° iibergegangen waren. 
Die langsame und sorgfaltige Fraktionierung ergab 4,7 g einer 
Fliissigkeit, die zwischen 125,5 und 134° siedete. Sie roch 
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deutlich nach Amylalkohol und zeigte im Polarimeter im 2-dem- 
Rohr eine Drehung von 1; 76°. 

Zur weiteren Identifizierung der Substanz wurde die 
a-Naphthylisocyanatverbindung dargestellt, die fast in 
quantitativer Ausbeute entstand. 

Die Analyse der Fliissigkeit selbst ergab: 

0,1680 g Substanz: 0,4202 CO, und 0,2087 H,0. 
C,H,,.OH. Ber.: C== 68,18, H = 13,64°, ; 
gef.: C= 68,21; H = 13,80°/,. 


Damit ist das Vorliegen von Amylalkohol auBer Zweifel 
gestellt. Da reines aktives d-Methylathylcarbincarbinol die spe- 
zifische Drehung von —5,9° hat, enthalt der durch die zucker- 
freie Garung gewonnene Alkohol rund 30°/, an aktiver Mo- 
difikation. 

Wie erwihnt, weisen die bis 105° iibergehenden Fraktionen 
einen Gehalt an Aldehyd auf, den qualitative Reaktionen zu er- 
kennen gestatten. Aus simtlichen vereinigten Anteilen gelang es, 
mit essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin ein Hydrazon zu gewinnen. 
Dasselbe schied sich zunachst lig ab, erstarrte aber alsdann 
beim Reiben und Abkiihlen zu einem 6ldurchtrankten Krystall- 
kuchen, der abgepreBt und aus verdiinntem Alkohol einmal 
unter Zugabe von Knochenkohle, dann fiir sich umkrystallisiert 
wurde. Erhalten wurden 0,68 g einer gelben, sch6n krystalli- 
sierten Verbindung, die bei 112 bis 113° schmolz und nach 
der Analyse das p-Nitrophenylhydrazon des Methyl- 
athylacetaldehyds darstellte. 

0,1521 g Substanz gaben 27,0 ccm N (754 mm, 30°). 

C,,H,,N,0,-. Ber.: N= 19,00°/,; 
(mol 221) gef.: N==19,11°). 


Ubrigens erwiesen sich diese Anteile bei der optischen 
Untersuchung als laivogyr; doch da nur durch Fallung mit 
p-Nitrophenylhydrazin daraus eine reine Verbindung abge- 
schieden werden konnte, war keine genaue Bestimmung der 
Drehung méglich. 

Trotz der Behandlung mit Calciumcarbonat wurde zwischen 
161 bis 180° in allen Fallen eine stark sauer reagierende Frak- 
tion erhalten. Sie war auch in viel Wasser nicht klar ldslich. 
Aus den vereinigten Fraktionen der 3 Versuche, die 5,6 g 
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wogen, wurde durch Kochen mit Atzkalk und nachheriges Ein- 
leiten von Kohlendioxyd ein kristallisiertes Kalksalz gewonnen, 
das Calciumvalerinat zu sein schien. Allein die Analysen 
stimmten nur unscharf. Wir haben deshalb die konzentrierte 
Lésung des Calciumsalzes in Wasser fraktioniert mit starkem 
Silbernitrat gefallt (Niederschlag I u. II). 

Die erste Fallung war nach dem Auswaschen erst mit 
50°/, igem, dann mit absolutem Alkohol rein wei8 und erwies 
sich durch die Analyse als ein valeriansaures Silber. 

0,1264 g Substanz, in vacuo getrocknet, geben 0,0651 g Ag. 

C,H,O,Ag. Ber.: Ag = 51,67°/; 
gef.: Ag= 51,51°/,. 

Durch genaue Zerlegung mit HCl wurde aus diesem Silber- 
salz eine Flissigkeit erhalten, die alle Eigenschaften von Va- 
lerianséure besaB. Sie drehte links. 

Die zweite Fallung wies einen zu niedrigen Silbergehalt 
auf; auBerdem verfarbte sich das Silbersalz beim Aufbewahren 
und namentlich schnell beim Erwairmen mit Wasser. 

Die Linksdrehung der isolierten Valeriansiure zeigte, daB 
sie nicht etwa durch eine Zersetzung aus dem racemischen 
Ausgangsmaterial, sondern unter dem EinfluB biologischer 
Agenzien entstanden ist. Der Umstand, daB trotz Behandlung 
mit Calciumcarbonat die Valeriansdiure sich verfliichtigt hat, 
findet offenbar darin seine Erklarung, daB8 zwar die starke 
Methyathylbrenztraubensaure, nicht aber die schwache Fett- 
saure durch das kohlensaure Calcium neutralisiert worden ist. 

Aus dem im theoretischen Teil angegebenen Grunde war 
die Untersuchung des unangegriffenen Teils der Methyl- 
aithylbrenztraubensaure von Wichtigkeit. Die Wieder- 
gewinnung dieser Substanz fiihrten wir in dem besonders glatt 
verlaufenden Versuch c) aus. Zu diesem Zweck wurden nach 
vollendeter Destillation der Satz von Hefe und Calciumsalzen 
abfiltriert und die schwach gelb gefairbte klare Loésung mit 
Schwefelsiure bis zur deutlichen Reaktion auf Kongo versetzt. 
Sie blieb zunadchst klar und wurde 10mal mit je 200ccm 
Ather ausgeschiittelt. Dabei schied sich an der Grenzfliche 
allmahlich ein Magma von Gipskrystallen ab, das die weitere 
Erschépfung sehr erschwerte. Nach der iiblichen Trocknung 
iiber entwissertem Natriumsulfat wurden die gesammelten 
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Atherextrakte zunichst auf dem Dampfbade von der Haupt- 
masse des Athers befreit, dann nochmals iiber wasserfreiem 
Glaubersalz stark getrocknet und nunmehr im Vakuum frak- 
tioniert. Bei 10mm gingen zwischen 78 bis 85° 2,9 g einer 
stark sauren, dicklichen Fliissigkeit iiber, die alle Eigenschaften 
von Methylathylbrenztraubensaéure hatte und stark lavogyr war. 
Die Linksdrehung der wasserfreien Substanz betrug im 1-dem- 
Rohr — 2,32°. 

Zum Beweise, daB Methylaithylbrenztraubensdure vorlag, 
wurde das Phenylhydrazon dargestellt, indem die wisserige 
Lésung von 1g der Substanz mit Phenylhydrazinacetat in 
geringem Uberschu8 versetzt und schwach erwairmt wurde. 
Dabei verdichtete sich die anfangliche Triibung zu einem festen 
gelben Korper, der nach dem Stehen im Eisschrank abgesaugt 
und aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert wurde. Gelbweibe 
Nadeln vom Schmelzpunkt 132 bis 133°. 

0,1792 g Substanz gaben 21,0 com CO, (28°, 768 mm). 

C,,H,.N,0,. Ber.: N= 12,73°/,; 
gef.: N = 13,01°/,. 

AuBer den genannten, uns in diesem Zusammenhange interessie- 
renden Substanzen wurden noch die erwahnten unscharf siedenden Frak- 
tionen und auch ein nicht unerheblicher Destillationsriickstand erhalten, 
aus dem keine einheitlichen Ko6rper gewonnen werden konnten. Ver- 
mutlich liegen in ihnen Kondensationsprodukte des Valeraldehyds und 
der Methylathylbrenztraubensaure vor. 

Die Natur der isolierten Substanzen laBt keinen Zweifel 
an dem prinzipiellen Verlauf der Hefeeinwirkung auf Methyl- 
athylbrenztraubensdure, die auf eine Amylalkoholgarung 
herauskommt. 











Phytochemische Reduktionen. VIL. 
Die enzymatische Umwandlung des Thioacetaldehyds in 
Athylmercaptan. 
Von 
C. Neuberg und F. F. Nord. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Jiingst konnten wir zeigen’), daB Thioacetaldehyd, 
CH,.CHS, in Gegenwart einer girenden Zuckerlésung zu Athyl- 
mercaptan, CH,.CH,SH, reduziert wird. Dieser Vorgang, den 
wir mit lebender’) Hefe verwirklicht hatten, bietet nach ver- 
schiedenen Richtungen hin Interesse. 

Es liegt hier iiberhaupt der erste Fall vor, in dem Athyl- 
mercaptan durch einen durchsichtigen phytochemischen ProzeB 
erzeugt wird, und dann stellt diese Reaktion den Thioaldehyd 
in Parallele mit den gewohnlichen Aldehyden, die gleichfalls von 
Hefe zu den entsprechenden Alkoholen reduziert werden kénnen. 

Da die Aldehyde im Gegensatz zu den meisten anderen 
Gruppen mit besonderer Leichtigkeit durch Schwefelwasserstoff 
in die entsprechenden organischen Schwefelverbindungen iiber- 
gefiihrt werden, kann man vielleicht diese Umwandlung mit der 
natiirlichen Entstehung der in kleinen Mengen weit verbreiteten 
Schwefelverbindungen in Zusammenhang bringen. 

Bei der Eigenart des ganzen Vorganges schien die Fest- 
stellung von Interesse, ob sich diese Reduktion des Thio- 
acetaldehyds auch mit zellfreien Fermentlésungen aus 
Hefe, also als rein enzymatischer Proze8B, verwirk- 
lichen 1aBt. 


1) C. Neuberg und F. F. Nord, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 47, 
Heft 12, 1914. 
*) Abgetotete Hefe liefert auch in Gegenwart von Zucker keine 





Spur Athyimercaptan. 
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Mit Hilfe des sogenannten Macerationssaftes aus 
untergéiriger Hefe 1aBt sich in der Tat die Reduktion 
des Thioacetaldehyds zu Athylmercaptan ausfiihren. 

Wir verfuhren folgendermaBen: 


Versuch 1. 

In 1300 ccm Macerationssaft aus Trockenhefe nach v. Lebe- 
dew wurden 260 g Rohrzucker gelést und nach Beginn einer 
deutlichen Garung wurde eine Lésung von 10 g Thialdin 
[((CH,.CHS),.CH,.CH:NH] in 15 ccm warmen Ailkohol hinzu- 
gesetzt. Das Thialdin geht leicht in Thioacetaldehyd iiber und 
kann zweckmafBig, wie wir friiher') auseinandergesetzt haben, 
als ein leicht ldésliches Derivat des Thioacetaldehyds verwendet 
werden. Im Sinne der folgenden Formulierung kann es in 
ein Molekiil Aldehydammoniak und zwei Molekiile Thioacet- 
aldehyd zerfallen: 


‘\._ .8.CH.CH, 

CH,.CH.. NH =2CH,.CHS+ CH,.CH:NH. 

S\..CH.CH, 

Der Zusatz des Thialdins ruft im Hefemacerationssaft die 
Bildung eines Niederschlages hervor und fiihrt im Laufe der 
Digestion zu einer weitgehenden Koagulation. Die Anordnung 
der Versuche selbst entsprach ganz der von uns in den ,,Be- 
richten“ gegebenen Beschreibung. 

Obgleich wir auch hier das GargefaB auf einer Temperatur 
von 40° hielten, setzte die Mercaptanbildung sehr viel lang- 
samer ein. Wahrend sie bei Verwendung von lebender Hefe 
in 5 bis 10 Minuten recht deutlich ist, beginnt sie bei Be- 
nutzung des Hefesaftes erst etwa nach 1'/, Stunden. Die Ab- 
gase der Girung nahmen alsdann den unverkennbaren Mer- 
captangeruch an und erzeugen auf einem mit Nitroprussid- 
natrium plus alkalischer Bleilésung getriinkten Filtrierpapier- 
streifen violette Zonen. 

In einer vorgelegten Quecksilbercyanidlésung entsteht jetzt 
die charakteristische gelbliche Fallung des Mercuriathyl- 
mercaptids; allein es mischt sich ihm bald eine reichliche 
Quantitaét von Quecksibersulfid bei. 


1) C. Neuberg und F. F. Nord, Ber, d, Deutsch. chem. Ges. 47 
Heft 12, 1914. 
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Die Bildung des Athylmercaptans ist jedoch mit den friher 
von uns angefiihrten Reaktionen leicht erkennbar. 


Versuch 2. 

Bei der Wiederholung des Versuchs mit 2420 ccm Mace- 
rationssaft, 485 g Zucker und 20g Thialdin, gelést in 30 ccm 
Alkohol, gelang uns auch die Isolierung von reinem Blei- 
aithylmercaptid, (C,H,;.S),Pb. Zu diesem Zwecke wurde der 
Versuch erst nach 5 Tagen, wahrend denen die Girung nicht 
aufhérte, unterbrochen. Ganz wie in den Versuchen mit leben- 
der Hefe wurde zum Schlu8 unter Erwairmung das im GargefaB 
noch befindliche Mercaptan durch Kohlensiure in die Queck- 
silbercyanidvorlagen gedriickt. Die ausgeschiedenen braunen 
Niederschlage wurden auf einem Filter gesammelt und mit 
600 cem 5°), iger Salzsiure destilliert. Die entweichenden Gase 
wurden in eine Vorlage mit 3°/,iger Bleiacetatlésung') geleitet, 
in der sie die charakteristische citronengelbe Fallung von 
krystallisiertem Bleiithylmercaptid hervorriefen. 


Versuch 3. 


Zu einem dritten Ansatz wurden 4080 ccm Macerations- 
saft, 800 cem Rohrzucker und eine alkoholische Lésung von 
30 g Thialdin in 42 com warmem Alkohol verwendet. Die Gi- 
rung zog sich 5 Tage lang hin. Die etwas abgednderte’) Ver- 


') Da iiberschiissiges Bleiacetat Bleiithylmercaptid lost, was M. Rub- 
ner (Arch. f. Hygiene 19, 136, 1893) schon fiir die Methylverbindung 
angibt, haben wir die Menge der Bleilésung so bemessen, als ob '/, der 
méglichen Quantitaét Athylmercaptan aus dem Thialdin hervorginge. Das 
ist noch ein UberschuB. 

*) Die Abanderung der Methodik bestand in folgendem. Die 
Zerlegung des Quecksilbermercaptids durch 5°/, ige Salzsiure bleibt un- 
volistiéndig. Eine stairkere HCl kann nicht verwendet werden, da diese 
einerseits aus HgS etwas Schwefelwasserstoff frei macht und anderer- 
seits selbst iiberdestilliert und in der Vorlage Chlorblei erzeugt. Diese 
Ubelstande behebt man einigermaBen durch Benutzung von 10°), iger 
Phosphorsaure. Die Destillation ist unter Nachfiillen von heiBem 
Wasser aus einem Tropftrichter so lange fortzusetzen, als noch wolkige 
Triibungen von Bleimercaptid in der Vorlage erscheinen; letztere sind 
leicht zu erkennen, da sich das gelbe Salz beim Umschiitteln schnell zu 
Boden setzt. Das Mercaptan geht nur langsam iiber und man muB 2 
bis 3 mal das abdestillierte Wasser erginzen. 
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arbeitung der Quecksilberniederschlage lieferte diesesmal 0,43 g 
Athylmercaptidblei, dessen Reinheit durch die Analyse 
erwiesen werden konnte. 

0,1086 g Substanz ergaben: 0,0998 g PbSO, (= 0,0682 g Pb). 

(C,H,.S), Pb. Ber. Pb. == 62,92° , 
(329) gef. Pb. = 62,80°/,. 

Mit dieser Bleiverbindung fielen alle Mercaptanproben 
héchst deutlich aus. 

Die Reduktion des Thioacetaldehyds verlief in allen unseren 
Ansatzen mit Macerationssaft viel weniger energisch als mit 
lebender Hefe. Ganz ahnliche Erfahrungen haben C. Neuberg 
und H. Steenbock’) bei der Reduktion von Iso-Valeraldehyd 
mit zellfreiem Hefesaft gemacht. Offenbar ist letzterer weniger 
reich an reduzierenden Agenzien, und da so die Reduktion nur 
langsam verliuft, macht sich die von uns friiher beschriebene 
unspezifische Zersetzung von Thialdin durch die Garungskohlen- 
siure so stark geltend, dab die Menge des entwickelten Schwefel- 
wasserstoffs die des Mercaptans tiberwiegt. 

Wihrend Methylmercaptan, CH,.SH, sicher bei einer Reihe 
bacterieller Prozesse aus schwefelhaltigen Stoffen als ein Produkt weit- 
gehender Zersetzung gebildet wird, ist iiber ein natiirliches Vorkommen 
von Athylmercaptan, C,H,.SH, nichts bekannt. 

Bei Rubner?®) findet sich die Angabe, da ein Zusatz von Schwefel- 
blumen zu einer gairenden Zuckerlésung die Entstehung von Methyl- 
oder Athylmercaptan neben Schwefelwasserstoff veranlasse; da es sich 
nur um eine Beimischung von Spuren Mercaptan zu dem H,S handelt, 
war eine Entscheidung tiber seine Natur nicht mdglich, M. Hahn?) 
konnte bei der Wiederholung des Versuchs mit HefepreBsaft iiberhaupt 
kein Mercaptan, sondern lediglich Schwefelwasserstoff nachweisen. In 
geschwefelten Weinen soll nach L. Mathieu‘) gelegentlich neben viel 
Schwefelwasserstoff Mercaptan vorkommen. Ein Beweis fiir diese Be- 
hauptung ist nicht erbracht. Auffallend ist auch die Angabe des 
Autors, da8 Mercaptan erst einen Monat nach Ablauf der Haupt- 
garung im Moste auftrete! Da hier unzweifelhaft auch langsam ver- 
laufende bakterielle Prozesse eingreifen, ist es mehr als unsicher, ob 
eine solche Mercaptanbildung mit der Hefengiirung iiberhaupt etwas zu 
tun hitte. Ob Methy!- oder Athylmercaptan vorgelegen haben soll, ist 


1) C. Neuberg und H. Steenbock, diese Zeitschr. 59, 188, 1914. 
*) M. Rubner, Arch. f. Hygiene 19, 136, 1893. 


3 


Buchner-Hahn, Zymasegirung S. 343. 
L. Mathieu, Bull. de l’Assoc, des Chim. de Sucrerie et de 
Destill. 28, 971, 1910/11. 
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nicht ersichtlich, und als einzige Begriindung fiir eine Mercaptanbildung 
selbst wird nur der Geruch angefiihrt, der aber bei Anwesenheit von 
viel Schwefelwasserstoff sehr schwer zu beurteilen ist. 


Wir beniitzen die Gelegenheit mitzuteilen, daB uns bisher 
eine Uberfiihrung der trimolekularen Thioaldehyde (Tri- 
thioformaldehyd, f-Trithioacetaldehyd) in die entsprechenden 
Mercaptane mit garender lebender Hefe nicht gelungen ist. Die 
cyclische Konstitution der Trithioaldehyde 

S 


ae 
R.HC CH.R 
fr * 
S@ CH.R SS 


erschwert offenbar die Aufspaltung zur monomolekularen Form. 











Uber den Einflu8 einiger biologisch wichtiger Sauren 
(Brenztraubensaure, Milchsaure, Apfelsiure, Weinsaure) 
auf die Vergarung des Traubenzuckers. 


Von 
C. Neuberg und L. Czapski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Freie Brenztraubenséure und mehrere ihrer Homologen 
geraten nach unseren Feststellungen leicht mit Hefe in Garung. 
Allem Anschein nach vertragen die verschiedenen Hefesorten 
diese a-Ketosaiuren besonders gut, so daB man eine natiirliche 
Gewohnung der Hefen an jene starken Sauren als an Stofi- 
wechselprodukte annehmen kénnte. 

Es sollte deshalb untersucht werden, ob sich zahlenmabige 
Belege fiir eine relative Ungiftigkeit dieser und nahestehender 
Sauren finden lieBen. 

AuBer mit Brenztraubensaure brachten wir die Hefen 
mit d,1l-Milchsiure, l-Apfelsiure und d-Weinsaure zu- 
sammen, die ja in vielen Friichten und Garungsmaterialien vor- 
kommen und so in der Natur mit Hefen in Beriihrung ge- 
langen. 

Der allgemeine Einflu8 von Sauren auf die alkoholische 
Girung ist mehrfach untersucht worden, so von M. Bial, Rosen- 
blatt und Rozenband u.a. F. Johannessohn’) (hier die 
Literatur) priifte den Verlauf der Hefegirung in Gegenwart 
von Ameisensdéure und ihren héheren Homologen und fand, da8 
die girungsaufhebende Konzentration des Anfangsgliedes der 
Reihe, der Ameisensiure, bei ®/,,,, die der Essigsiure, Propionsiiure, 


1) F. Johannessohn, diese Zeitschr. 47, 97, 1912 
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der beiden Butterséuren und Valeriansiure zwischen 8/93; und 
D/io5 liegt. Ferner fiihrte Johannessohn aus, daB bei diesen 
Sauren ,nicht die Ionen, sondern die nicht dissoziierten Mole- 
kiile die Hauptrolle* bei der Garungsbeeinflussung spielen. 

Unsere Versuchsanordnung folgt ungefahr der von J ohannes- 
sohn. 25 cem 10°),iger Lésung reinen Traubenzuckers (Kahl- 
baum) wurden in 400 cem fassende Flaschen gebracht und dazu 
so viel m-Saurelésung bzw. destilliertes Wasser hinzugefiigt, 
daf die Gesamtkonzentration an Saéure einen von ™,, bis 0 ab- 
steigenden Wert hatte. Nach nunmehrigem Zusatz von 1,5 g 
Hefe und kraftigem Umschiitteln blieben die mit einem Watte- 
pfropfen versehenen Flaschen genau 20 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen, darauf kamen sie auf 4 Stunden in den Brut- 
schrank. Die Garung wurde dann méglichst schnell durch Zu- 
satz von 3g gepulvertem normalen Bleiacetat unterbrochen, 
und der GefaiBinhalt unter griindlichem Nachwaschen von Flasche 
und Filter in einen 150 ccm fassenden MeBSkolben filtriert und 
bis zur Marke aufgefiillt. Eine Probe des gut durchgeschiittelten, 
meist etwas triiben Filtrats wurde durch ein wenig Kieselgur geklart 
und polarisiert'). In den Tabellen sind die Zuckermengen in Pro- 
zenten der urspriinglich angewandten Quantitat (2,5 g) angegeben. 

Bedingung fiir einen Vergleich der zugesetzten Siuren in 
bezug auf Garungshemmung ist, daB8 die Garkraft der Hefen 
an den verschiedenen Tagen, an denen die Sauren gepriift 
wurden, unverandert blieb. Wir suchten gleiche Bedingungen 
dadurch zu schaffen, da8 wir stets nur frische Reinzuchthefen 
verwendeten und auBerdem als Kontrolle den Einflu8 einiger 
Essigsaurekonzentrationen auf analoge Garungsansitze unter- 
suchten. Trotz der verschiedenen Tagestemperaturen wahrend 
der Zeit der Untersuchungen blieb die Giarkraft, gemessen an 
der Essigsturehemmung, ziemlich dieselbe; die Ergebnisse konnen 
daher untereinander verglichen werden. 

Es wurden drei verschiedene Reinzuchthefen benutzt: eine 
untergiirige (K), und zwei obergirige Rassen XII und M. 

1) Die Werte wurden in einem noch 0,05°), Traubenzucker genau 
anzeigenden Apparat, s. C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 102, 1914, ab- 
gelesen; die geringe Drehung der angewandten optisch-aktiven Sauren 
(l-Apfelséure, d-Weinsiure, Girungsmilchsaure) konnte bei der herrschenden 
Verdiinnung unberiicksichtigt bleiben. 
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Garungshemmung dureh die Siuren. 
I. Brenztraubensiure. 
Vom angewendeten Traubenzucker wurden vergoren in rrozenten: 
Bei der Saurekonzentration 
Saure Hefe |- Fin ; 
0 | ™/o0) 8/15} 8/12} 9/10) 8/66) ®/5 | 3/38) 7/22) 8/2 
Brenz- XII }100; 72; —| —/| 48} 40; 28) 0 0 | 0 
trauben- M 100 | 64; —| — | 28) 24); 0O 0 0 | 0 
siiure K 100; 40; —| —j| 40/ 12) 0 0 0/0 
Seiten. XII | 100; 71 | 48 | 40} 28; 0 0 0 
Konteolle| M | 100} 34| 40] 16] 16; 0 | 0 | 0 
ontrome’i K |100| 68! 48/| 36| 24} 0 | O| O 








Brenztraubensaure hemmte also die Zuckergirung vollig 


in 2 Fallen bei 


einer Konzentration 


Starke von ®/33. 


Fir die viel benutzte Rasse XII erwies sich 
traubensdure also als halb so giftig wie die Essigsiure. 
jedoch bemerkt, daB eine ™ 33;-CH,.CO.COOH, 


von 


5 


1mal bei einer 


die Brenz- 
Es sei 
& k 


eine 


2,67°/,ige Brenztraubensdure, unter den obwaltenden Bedin- 


gungen 


fiir sich, wenn 


auch 


nur zu einem kleinen Teil, ver- 


goren wird. Demnach kénnen diese Daten nicht ganz genau sein. 


II. Milchsiure’). 


Vom angewendeten Traubenzucker wurden vergoren in Prozenten: 





Bei der Saurekonzentration 





Séure Hefe - 
0 20 | 9/15) 8/12 | 3/10, "/6,6) 3/5 |3/3,.3/ 7/22) B/e 
Milch- XII | 100 100 76 | 56, 40 |) 40 8 0 
saiure M 100 && &2 52 22 24 8 0 
K 100 100 76 56 40 40 the. 0 
Kssigs.- - . , 
00 t x 22 I 0 0 
Kontrolle K 10¢ 4\4 0 








Milchséure unterbindet die Zuckergirung vollstandig bei 


einer 


Konzentration von 


n 


9° 


Im Vergleich zur 


Essigsiure 


hemmt sie nur sehr wenig; dies geht auch daraus hervor, dab 


die Milchsiure in Konzentrationen, bei denen die Essigsaure 


schon stark beeintrichtigt (® ,, bis® 


schadigt. 


10) 


, die Hefen sehr unbedeutend 


1) Die angewandte Milchséure war die Milchsiure des D. A. Bb. V 
ie enthielt nach unsrer Untersuchung 87,5°/, Milchsaure; hiervon waren 
9 in Lactidform zugegen; die Siure war ganz schwach livogyr 


Ny 
ca. 12° 
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Praktisch wird diese Unempfindlichkeit der Hefen gegen- 
iiber Milchséure schon lange verwertet; bei der Hefeziichtung 
und -fiihrung wird bakteriell entstandene oder zugefiigte Milch- 
siure als Antisepticum benutzt. 


Ill. 1- Apfelsiiure '). 


Vom angewendeten Traubenzucker wurden vergoren in Prozenten: 








Bei der Saéurekonzentration 
Saure Hefe sar Saar Henna cP Maes GaP SEE - 
0 m Dieg| ™/s m/35 | Moo | m/, 








Apfelsiure] xi | 100 | 68 | 64 | 60 | 32 | 32 | 928 














M 100 | 80 | 64 64, 48 , 44 | 40 

K 100 | 56 | 36 | 36 | 8 | @ 0 
Essigsaure- XII | 84 8 0 | 0 | | 
Kontrolle M | 16 i eet Mae 

K }%/| 8] 0] o | | 


Die Resultate bei der Apfelsiure sind sehr merkwiirdig. (Der 
Ansatz wurde zur Sicherheit mehrmals wiederholt; die Ergebnisse 
stimmten gut tiberein.) Wahrend die obergiarigen Rassen XII 
und M selbst bei Konzentrationen von ®/, nicht ganzlich und 
bei geringeren Konzentrationen nur wenig geschidigt werden, 
ist die untergirige Hefe K gegen |-Apfelsaure viel empfindlicher. 
Die Garung mit Hefe K wird zwar erst durch sehr viel mehr 
Apfelsaure als Essigsiure gehemmt, aber die totale Aufhebung 
liegt dort, wo die zwei anderen Hefen noch 32°/, bzw. 44°), 
der angewandten Zuckermenge umsetzen. 


IV. d- Weinsaure. 
Vom angewendeten Traubenzucker wurden vergoren in Prozenten: 




















Bei der Saurekonzentration Aaah 
Saure Hefe — — - Tere TaSeEva 
0 | Bio | Mee) ™/s | ™ss} ae) Be 
Weinsaure XII 100 32 28 | 28 | 12 | 0 |} O 
K 100 | 40 | 24 | 16| 4] 0 | O 
Essigsiure-| XII | | 16 0 | 0 | 
Kontrolle K | 8 Q}; 0 





') Da es bei der Wirkung der organischen Saéuren auf die Hefen 
nicht auf die H-Ionen, mithin auch nicht auf die Basizitat ankommt 
so wurden die Apfelsiure und Weinsaure nicht in aquivalenten, sondern 
in 4quimolekularen Konzentrationen angewandt. 
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Die d-Weinséure hemmt die ober- und untergarige Hefe 
*/, so stark wie die Essigsiure; die absolut hemmende Kon- 
zentration lag bei ®/o., in der Essigsiure-Kontrolle bei "/; 3. 

Der Umstand, da8 die zum Vergleich benutzte Essigsaiure 
eine garungsaufhebende Wirkung auf unsere Hefen bei den 
Konzentrationen ™/,;, bis ™/33 entfaltet'), zeigt, daB absolute 
Werte nicht zu erwarten sind. Immerhin bewegen sich die 
physiologischen Schwankungen in ziemlich engen Grenzen. Da 
stets die Gegenprobe mit Essigsiure vorgenommen worden ist, 
so halten wir den SchluB8 fiir berechtigt, daB die untersuchten 
vier Sauren die Garung des Traubenzuckers unter den gegebenen 
Bedingungen weniger beeintrachtigen als die Essigsaure. 

Um die sehr verschiedene Starke der gepriiften Saiuren zu 
beleuchten, seien die Dissoziationskonstanten derselben hier 


angefiigt: 


Essigsiure . . . . = 1,86-10~°, 
Weinséure . . . . = 9,7 +1074, 
Apfelsiure . . . . = 3,95-10~4, 
Milchséure . . . . = 1,38-10~4, 
Brenztraubensaure = 5,6 - 107}. 


1) Johannessohn (l.c.) erzielte Girungshemmung schon mit un- 
gefahr halb so starker Essigsiure; offenbar war seine Hefe (gewdhnliche 
PreBhefe des Handels) weniger widerstandsfihig als unsere ganz frischen 
und sehr garkriaftigen Reinkulturen. 














Uber die Triketohydrindenreaktion’). 
Von 
Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm - Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Die Farbenreaktion mit Triketohydrindenhydrat hat durch 
die Arbeiten der letzten Zeit ein Interesse gewonnen, das iiber 
den engeren Kreis der Chemiker hinausgeht. 

Bis vor kurzem galt die Probe als eine Reaktion auf 
Aminosauren oder Aminosaurenverbande. Es zeigte sich jedoch 
dann”), daB ein typischer Ausfall auch mit Korpern er- 
halten wird, die mit Aminosauren nicht das geringste zu 
tun haben. 

Aus einer Untersuchung an 49 Stoffen konnte ich folgende 
GesetzmaBigkeit ableiten. 

Eine positive Triketohydrindenreaktion geben: 

1. Amine, namentlich in Verbindung mit schwachen 
Saéuren, wie mit Essigsiure, Phosphorsiure, Borséure, Kohlen- 
siure u. dgl.; ebenso Oxyamine, wie Aminoithylalkohol. 

2. Aminoaldehyde, wie d-Glucosamin oder Aminoacet- 
aldehyd, in freier Form oder besonders als Salz mit einer 
schwachen Saure. 

3. Harnstoffderivate (Ureidoglucose, Allantoin). 

4, Organische Aminosulfosaduren, wie Taurin. 

5. Ammoniakverbindungen von Aldehyd- und Ke- 
tonsauren., 

6. Bestimmte organische Sauren, Dicarbonylver- 
bindungen und Halogenaldehyde, die vorher mit Ammoniak 
in Beriihrung gewesen waren. 


1) Mitgeteilt in der Sitzung der Berliner mikrobiolog. Gese!lsch. vom 
19. Marz 1914. 
2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 500, 1913. 
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Aus diesen Beobachtungen konnte ich den Schlu8 ziehen, 
daB fiir das Zustandekommen der typischen Reaktion 
nicht die Kombination einer Aminogruppe und eines 
Carboxylrestes erforderlich ist. Denn Amine, Amino- 
aldehyde und Taurin enthalten kein Carboxyl. 

Von besonderem Interesse ist, daB eine minimale Fiaul- 
nis von Proteinen geniigt, um eine Bildung von Sub- 
stanzen mit stark positiver Triketohydrindenreaktion 
hervorzurufen. Es handelt sich dabei um Faulnisbasen, die 
z. T. destillierbar sind. 

Ferner hatte sich der bemerkenswerte Umstand ergeben, da 
die Reaktion des Milieus von groBer Bedeutung fiir das Gelingen 
der Probe ist. Genau wie bei Anstellung der Reaktion mit Amino- 
siuren ist méglichst Neutralitaét anzustreben. So kommt es, ,,daB 
die freien Amine oder ihre Chlorhydrate in einigen Fillen keine 
Reaktion geben, wohl aber die Salze’) dieser Amine mit schwachen 
Saéuren, wie mit Essigsiure, Phosphorsiure oder Borsiiure*)*. 

Die Vieldeutigkeit der Probe haben dann E. Herzfeld’) 
sowie E. Deetjen und E. Frankel‘) bestiatigt. Die letztge- 
nannten Autoren schreiben dem positiven Ausfall der Probe 
mit d-Glucosamin eine besondere praktische Bedeutung zu. Eine 
solche darf man vielleicht auch einem weitverbreiteten Spaltungs- 
produkt der Phosphatide, dem Aminoathylalkohol, beimessen. 

Die friiher angegebene Auswahl von Substanzen |aBt ohne 
weiteres erkennen, daB man die Liste derselben noch wesent- 
lich verlingern kann’). 

Nur einige besonders typische Substanzen, die mit Tri- 
ketohydrindenhydrat reagieren, sollen noch namhaft gemacht 
werden. Es sind dieses: 


‘) bereitet durch Neuralisation mit der Saéure oder durch Um- 
setzung des Chlorids mit Natriumacetat, Natriumphosphat oder Borax 

®) C. Neuberg, diese Zeitschr. 56, 501, 1913. 

3) E. Herzfeld, diese Zeitschr. 59, 249, 1914 

4) H. Deetjen und E. Frankel, Miinchener med. Wochenschr. 
1914, S. 466. 

5) Der Umstand, da8 in wasserfreier oder stark alkalischer 
Lésung (W. Halle, E. Lowenstein und E. Ptibram, diese Zeitschr 
55, 357, 1913) Zuckerarten und mehrwertige Alkohole eine Farbung mit 
Triketohydrinden liefern, kann hier auBer Beriicksichtigung bleiben 
Denn diese Verhiltnisse spielen bei praktischer Anwendung der Probe 
keine Rolle, da ja stets méglichst neutrale Reaktion der waBrigen 
Lésung gefordert wird. 
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A. Anorganische Verbindungen: 

1. Thioschwefelsiure H,S,0,, Sulfoxyarsensaure 
H,As0,8, Selenige Saure H,SeO,, Schwefelwasserstoff 
H,S, in Form der Ammoniakverbindungen. Dabei ist es gleich- 
giltig, ob man von den reinen Ammoniumsalzen ausgeht oder 
von einem Gemische der Natriumsalze mit einem Ammonsalz 
(z. B. Natriumthiosulfat 4-Chlorammonium). Selbstverstiindlich 
muB8 man durch Zugabe von Borsaéure, Phosphatgemisch oder 
dgl. die Reaktion im Bedarfsfalle ,,puffern“. 

2. Metalle, wie Magnesium, Zink, Aluminium (letz- 
teres namentlich nach Atzung mit Sublimat), Natriumamal- 
gam (letzteres mit der aquivalenten Menge Essigsaure). 


B. Organische Verbindungen: 

Ameisensaures Ammonium, thiomilchsaures Am- 
monium, thioglycolsaures Ammonium, Chloralhydrat 
nach Zugabe von Ammoniak und Wegkochen des Uberschusses. 

Die Ausfiihrung gestaltet sich z. B. folgendermaBen: 

a) Man mischt 2 ccm Ammoniumchloridlésung (1 : 1000), 
also 0,002 g NH,Cl, mit der Triketohydrindenlésung und fiigt 
einen kleinen Magnesiumspan hinzu. Beim Erwarmen 
entwickelt sich lebhaft Wasserstoff. Nach etwa 1 Minute beginnt 
die Blaufarbung, die beim Stehen dann ganz enorm stark wird. 

b) Man mischt 2 ccm 9/,,-Natriumthiosulfat mit 2 ccm 
no Ammoniumchlorid und kocht mit Triketohydrindenhydrat 
1 Minute lang. Es tritt typische Blauviolettfarbung ein. 

c) 2 ccm einer 1°/,igen Ammoniumformiatlésung 
geben beim Kochen mit dem Triketohydrindenreagens inten- 
sive Blauung. 

Die meisten der erwaihnten Verbindungen wirken redu- 
zierend, die Metalle durch die Wasserstoffentwicklung, und 
Thiosulfat, mit Borsiure reguliertes Ammoniumsulfid, Thio- 
milchsiure durch die Sulfhydrylgruppe, Selenit durch die Sauer- 
stoffaufnahme usw. Wo ein Reduktionsvorgang bei mdglichst 
neutraler Reaktion in Gegenwart von Ammoniumsalzen und 
von Triketohydrindenhydrat verwirklicht wird, scheint eine Re- 
aktion leicht einzutreten. Es mu dahingestellt bleiben, ob es 
sich in allen Fallen um dieselbe*) gefirbte Verbindung handelt. 


1) Val. S. Ruhemann, Transact. Chem. Soc. 99, 797 und 1491, 1911. 
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Uber eigenartige Bildung von Acetaldehyd aus verschiedenen 
Saéuren der aliphatischen Reihe durch photokatalytische 
Vorgange. 


Von 
C. Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm- Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Die Beziehung des Acetaldehyds zu den Vorgingen bei der 
alkoholischen Garung (Neuberg) und der Zusammenhang dieser 
Substanz mit den Acetonkérpern des tierischen Stoffwechsels 
[E. Friedmann’), G. Embden und M. Oppenheimer’)] 
haben das Interesse fiir die Entstehung des Acetaldehyds 
durch Abbaureaktionen in besonderem MaBe erregt. 

Es ist nun bemerkenswert, daB ganz unerwarteterweise 
eine groBe und ausgesprochene Neigung zur Bildung dieser 
Substanz bei photokatalytischen Prozessen besteht. Acetaldehyd 
geht recht leicht aus einer ganzen Reihe von Substanzen hervor, 
die zunachst keinerlei Verwandtschaft mit diesem Aldehyd er- 
kennen lassen. 

Schon friiher*) habe ich darauf hingewiesen, daB aus den 
ein- und mehrbasischen Saéuren und Oxysiauren der aliphati- 
schen Reihe unter der kombinierten Einwirkung von minera- 
lischen Katalysatoren und von Licht in charakteristischer Weise 
Carbonylverbindungen gebildet werden, die meist in einer 
durchsichtigen Beziehung zu den Ausgangsmaterialien stehen 
und durch Oxydation aus diesen hervorgehen. 

Unlangst haben nun Neuberg und Galambos‘) be- 


1) E. Friedmann, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 202, 1908. 
*) G. Embden und M. Oppenheimer, diese Zeitschr. 45, 186, 1912 
3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 27, 29. 

4) C. Neuberg und A. Galambos, diese Zeitschr. 61, 325, 1914. 
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merkt, daB bei der Belichtung von Weinsiiure in Gegenwart 
bestimmter AnthracenabkOmmlinge sich an der Luft schnell 
Acetaldehyd entwickelt. 

Diese Beobachtung ist der Ausgangspunkt fiir die folgende 
Untersuchung gewesen. 

Wie friher dargelegt wurde, ist der Reaktionsmechanis- 
mus der photodynamisch wirkenden Chromophoren dem der 
photokatalytisch wirkenden Metallsalze nahe verwandt, indem 
in beiden Fallen der abwechselnde Ubergang einer héheren in 
die niedere Sauerstoffstufe und umgekehrt (Oxydul *, Oxyd 
bei den Mineralsalzen, Leuko- oder Hydrochinonform *- chinoide 
Form bei den Farbstoffen) die Grundlage der Photokatalyse 
bildet. Bei dieser Analogie war es zu erwarten, daB die 
photokatalytisch wirksamen Metallsalze in gleicher 
Weise Acetaldehyd erzeugen wiirden. Die diesbeziiglichen 
Versuche haben die Richtigkeit der Voraussetzung im vollen 
Umfange bestitigt. 

Gepriift wurden folgende Substanzen: 

Propionsaure, 

d, l-Glycerinsaure, 
Bernsteinsaure, 
Maleinsaure, 
Fumarsiure, 
d-Weinsaure, 
«-Crotonsaure, 

d, 1-Serin, 

d, 1-Isoserin. 

Hochst seltsamerweise lieferten alle diese Verbindun- 
gen bei Belichtung unter Luftzutritt in Gegenwart 
von Ferrosulfat, z. T. sehr schnell Acetaldehyd. 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt,.daB je 2 g 
der betreffenden Séure in 200 ccm Wasser gelést und mit 
0,5 g reinem Ferrosulfat versetzt wurden. Bei den beiden Oxy- 
aminosiuren der 3-Kohlenstoffreihe wurden noch einige Tropfen 
Schwefelsdure hinzugefiigt. 

Nach 24stiindigem Stehen bei wolkenlosem Junihimmel 
laBt sich bereits das Auftreten von Acetaldehyd feststellen, 
wenn man von dem belichteten Gemisch etwa 15 ccm unter 
guter Kiskiihlung abdestilliert. Dabei wurde in den Versuchen 
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mit fliichtigen Sauren (Propionsdure, «-Crotonsiure) nach be- 
endeter Belichtung vor der Destillation iiberschiissiges kohlen- 
saures Calcium hinzugefiigt. 

Das Destillat ergibt einen stark positiven Ausfall der 
Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Piperidin, reduziert 
gleichzeitig eine ammoniakalisch-alkalische Silberlésung (meist 
schon in der Kalte) und liefert eine intensive Rétung mit 
fuchsinschwefliger Saéure. Bei maBigen Lichtverhiltnissen ist 
der Acetaldehyd erst in 3 bis 5 Tagen im Destillat der An- 
sitze nachweisbar. Man erhalt ihn auch aus den ldéslichen 
Kalksalzen einiger der vorerwihnten Saéuren, wahrend bei Ver- 
wendung von Alkalisalzen das gleichzeitig gebildete Kalium- 
oder Natriumcarbonat?) zu einer Zerstérung bzw. Konden- 
sation des entwickelten Aldehyds fiihrt, erkenntlich an der 
gelben bis schwarzbraunen Verfirbung. Besonders kraftig ist 
die Acetaldehydbildung aus Bernsteinséure und «-Crotonsiiure. 

Die Gemische wurden in Jenenser Erlenmeyerkolben auf dem 
Fensterbrett belichtet, wobei ein durch den Kork der Kolben 
fiihrendes, abwirts gebogenes und ausgezogenes Glasrohr die not- 
wendige?®) Verbindung mit der atmospharischen Luft herstellte. 

Zu einer wesentlichen Anhaufung an Aldehyd kann es bei 
der erwahnten einfachen Versuchsanordnung nicht kommen, 
wenn man bedenkt, daf Acetaldehyd bei 21° siedet und in 
den besonnten GefiBen die Temperatur bis iiber 40° stieg*). 
Die Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Piperidin ist nun 
so charakteristisch fiir den Acetaldehyd (soweit bekannt, tritt 
sie nur noch mit Propionaldehyd und Acrolein auf), daB an 
der Entstehung des Acetaldehyds kein Zweifel obwalten kann. 
Bei der «-Crotonsiure und bei der Bernsteinsiure ist der Acetal- 
dehyd jedoch auch als p-Nitrophenylhydrazon abgeschieden 


1) Vgl. C. Neuberg und W. H. Peterson, diese Zeitschr. 67, 
63, 1914. 

2) Ohne Zutritt von Luft findet jedenfalls in kiirzerer Zeit — 
keine Bildung von Acetaldehyd statt. Bei 9monatlicher Beson- 
nung einer 5°/,igen Bernsteinséurelésung erhielten G. Ciamician und 
P. Silber (Ber. 47, 640, 1914) neben anderen Produkten auch etwas 
Acetaldehyd. 

3) Nach H. v. Euler und E. Lindberg (diese Zeitschr. 39, 417, 
1912) sowie’ A. Franke und E. Pollitzer (Ch. C. 13. IL, 666) wird 


Acetaldehyd im Licht durch Kondensation auch weiter veriindert 
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worden. Zu diesem Zwecke wurde der Erlenmeyerkolben mit 
einer Vorlage verbunden, in der sich Natriumbisulfitlosung 
befand. Durch Destillation mit Natriumbicarbonat wurde aus 
dem Inhalt der Vorlage der Acetaldehyd abgeschieden und mit 
der Portion vereinigt, die durch direkte Destillation aus dem 
belichteten GefiB iibergetrieben werden konnte. Auf Zusatz 
der p-Nitrophenylhydrazinacetatlésung schieden sich die typi- 
schen eigelben Nadeln ab, deren Schmelzpunkt nach dem Um- 
krystallisieren in beiden Fallen bei 128° lag. 

Ganz ahnliche Resultate erhalt man bei der Behandlung 
der vorerwaihnten Saiuren mit Wasserstoffsuperoxyd in Gegen- 
wart von Eisensalzen’), so daB sich auch hier die wiederholt 
von mir betonte Analogie*) zwischen photokatalytischem Effekt 
und Hydroperoxydeinwirkung wieder zeigt. Es kann daher 
beziiglich der Entstehungsweise des Acetaldehyds durch Be- 
lichtung auf die Ausfiihrungen verwiesen werden, die bei den 
Versuchen iiber die Einwirkung des Wasserstoffsuperoxyds ge- 
macht worden sind*). Besonders hervorgehoben zu werden 
verdient der Umstand, daB diese Acetaldehydbildung sich mit 
gewobnlichem Sonnenlicht und in GefaBen, die fiir ultraviolette 
Strahlen nicht durchlassig sind, vollzieht. 

Daraus erhellt die groBe Bedeutung des Katalysators 
(Eisensalzes); denn diese Saéuren selbst sind nach A. Kailan‘) 
sogar gegen das Licht einer Quecksilber-Quarzlampe bestiandig, 
wenn ihre reinen wasserigen Losungen in Flaschen aus farb- 
losem gewohnlichem Glas bestrahlt werden. 

Man kann wohl annehmen, da auch unter natiirlichen Ver- 
haltnissen, insbesondere in den Pflanzen, der zu allen méglichen 
Reaktionen und Kondensationen befahigte Acetaldehyd sich auf 
aihnlichen Wegen durch schnell verlaufende photokatalytische 
Vorgange bilden kann. 


1) Vgl. C. Neuberg und C, Tominaga, diese Zeitschr. 67, 71, 
1914 und C. Neuberg und O. Rubin, ebenda 67, 77, 1914. 

*) Vgl. C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 313, 1908. 

3) Siehe diese Zeitschr. 67, 72 und 130, 1914. 

*) A. Kailan, Monatsh. f. Chem. 34, 1209, 1913. 
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Uber die Bildung von Alkalicarbonat aus neutralen Salzen 
im Licht. 


Von 
C. Neuberg und W. H. Peterson. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Fiir die Existenz aller Lebewesen des Pflanzen- und des 
Tierreiches ist die Aufrechterhaltung einer bestimmten Re- 
aktion ein unbedingtes Erfordernis. Bei den Stoffwechsel- 
vorgangen werden durch die Verbrennungen und Umlagerungen 
indifferenten kohlenstoffhaltigen Materials dauernd Sauren ge- 
bildet, zu deren Neutralisation die Organismen Basen bendtigen. 
Zu diesem Zwecke stehen in den mit der Nahrung aufgenom- 
menen Salzen geeignete Materialien zur Verfiigung; aber ihr 
Vorrat erscheint oft gering im Verhaltnis zu der GréBe der 
Saureproduktion. Zur Bindung der Saéuren wird von den Or- 
ganismen auch das Ammoniak herangezogen; jedoch sein Ver- 
brauch zu dem Zwecke der Neutralisation greift so einschnei- 
dend in den Stickstoffumsatz ein, daB nur unter bestimmten 
Verhaltnissen eine derartige Verwendung moglich ist. Was an 
organischen Basen den Lebewesen zur Verfiigung steht, ist an 
Menge meist unbetrachtlich. 

Die Produktion organischer Séuren findet in ausgedehntem 
MaBe bei Pflanzen statt; ihr Milieu weist haufig eine hohe 
H-Ionenkonzentration auf. Natiirlich halt sich auch diese Saure- 
bildung in bestimmten Grenzen. Man hat nun 6fters beobachtet, 
daB bei besonders saurereichen Pflanzen die Aciditat 
mit dem natiirlichen Wechsel der Belichtung Ande- 
rungen zeigt, und zwar handelt es sich in der Regel um 
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eine Bildung von Séuren wahrend der Nachtzeit und um ein 
Verschwinden dieser Saéuren unter Tag. 

Das Verstandnis fiir diese Erscheinungen wird nun wesent- 
lich erleichtert durch die Erkenntnis bestimmter chemischer 
Lichtreaktionen, der photokatalytischen Prozesse. 

Wiihrend praktisch die in den Pflanzen vorkommenden 
Sauren keinerlei Lichtempfindlichkeit besitzen, erwerben sie eine 
solche in sehr ausgesprochener Weise, wenn sie in Gegenwart 
bestimmter mineralischer oder organischer Katalysatoren von 
den Sonnenstrahlen getroffen werden. Als solche Katalysatoren, 
welche die Lichtenergie tibertragen, sind Eisen-, Mangan- 
und Uransalze einerseits, bestimmte organische Chromo- 
phore (Anthracenderivate) andererseits zu nennen. 

Bringt man z. B. eine Milchséurelésung in Gegenwart einer 
Spur Eisensalz in das Sonnenlicht, so entweicht Kohlensaure 
und es entsteht Acetaldehyd; dabei vermindert sich natiirlich 
die Aciditaét. Ganz ahnlich ist der Abbau der Weinsiure, der 
Citronensaure, der Apfelsiure, der Bernsteinsiure und anderer 
organischer Saéuren, wenn sie in Gegenwart des Katalysators 
und von Luft der Einwirkung des Lichtes ausgesetzt sind. 
Stets erfolgt eine charakteristische Molekilverkleinerung unter 
Entbindung von Kohlensaure, wobei fast immer weniger saure 
Substanzen gebildet werden. 

Solche Katalysatoren wirken nun in auBerordentlich ge- 
ringer Konzentration, und es ist beachtenswert, daB nament- 
lich die Eisensalze, aber auch bestimmte Farbstoffe, in der 
Natur weit verbreitet sind und daher wohl imstande sein 
k6nnen, als derartige Regulatoren fiir die Konstanterhaltung 
des Milieus zu fungieren. 

Wir haben nun gefunden, daB photokatalytische 
Prozesse nicht nur durch Fortnahme saurer Gruppen 
die Aciditat einer Lésung herabsetzen kénnen, sondern 
daB diese Vorginge auch direkt zu einer Bildung von 
fixem Alkali fiihren. 

Bei der Belichtung von Seignettesalzlésung in Gegenwart 
von anthrachinondisulfosaurem und _ dichloranthracendisulfo- 
saurem Natrium hatten Neuberg und Galam bos’) beobachtet, 


1) C. Neuberg und A. Galambos, diese Zeitschr. 61, 315, 1914. 
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daB die zunichst neutral reagierende Mischung im Verlauf der 
Belichtung stark alkalisch wurde. 

Diese Erscheinung haben wir nun niher verfolgt und s 
wohl den EinfluB anorganischer wie organischer Katalysatoren 
auf derartige Bildungen von Alkali studiert. Im AnschluB an 
die friiheren Befunde von Neuberg verwendeten wir als Kata- 
lysatoren Eisensalze, Uransalze, Mangansalze sowie 2,7-Anthra- 
chinondisulfosaure und 9,10-Dichloranthracen-2,7-disulfosaure. 
Mit sémtlichen der genannten Zusiatze ist es nun méglich, die 
photokatalytische Bildung von Alkalicarbonat aus 
den neutralen Salzen der Apfelsiure, der Milchsaure. 
der Weinsiure, der Citronensaéure und Bernsteinsiure 
zu erzielen. 

Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daB 1° , ige 
Lésungen der Alkalisalze jener vorerwihnten Siuren mit 0,1° , 
des betreffenden Katalysators in Erlenmeyerkolben aus Jenenser 
Glas mehrere Tage belichtet wurden. Dabei machten die Ge- 
faBe jene Schwankungen mit, die durch die wechselnde Be- 
leuchtung unter atmosphirischen Einfliissen bedingt werden. 
Die Jenenser Kolben waren mit durchbohrten Korkstopfen 
verschlossen, durch die ein abwiarts gebogenes und mit 
feiner Spitze versehenes Rohr nach auBen fiihrte und die 
Kommunikation mit der Luft herstellte. Vor dem Beginn 
der Versuche wurde jedes GefaiB8 mit dem Inhalt durch Kochen 
sterilisiert. An einem aliquoten Teil der Losungen wurde gleich 
zu Beginn des Versuches die saure bzw. alkalische Reaktion 
durch Titration mit */,,-Normallésung festgestellt. Eine weitere 
Titration nach erfolgter Belichtung zeigt die vollzogenen Ver- 
anderungen an. Ausnahmslos beobachteten wir den Eintritt 
alkalischer Reaktion bei Lackmus als Indicator. Sie stellt sich 
schon in den ersten Tagen ein und nimmt dann nur langsam 
zu. Diese Wirkungen kommen in gewohnlichen GlasgefaiBen 
und bei Tageslicht, also unter natirlichen Verhaltnissen, zustande. 

Wie man aus den Tabellen ersieht, handelt es sich um 
recht betrichtliche Bildungen von Alkali. Dasselbe ist als 
Carbonat bzw. Bicarbonat zugegen und verdankt seine Ent- 
stehung einem Zerfall der Alkalisalze, welcher der Spaltung 
der freien Saiuren ganz analog ist. Die dem zerstérten Anteil 
der neutralen Salze entsprechende Basenmenge bleibt als Car- 
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bonat in Losung. Folgende Formeln veranschaulichen den 
Vorgang: 
a) CH, -CHOH .COONa-+ 0 = CH, -CHO+ NaHCO,, 
6)CHOH — COONa 
| +20 = CHO-CHO+H,0+C0,+NaKCO,. 
CHOH — COOKa 

Da bei anderen organischen Saéuren ganz entsprechende 
Umwandlungen’*) zu erwarten sind, darf es wohl als wahrschein- 
lich gelten, daB das Licht auch unter den natiirlichen 
Verhaltnissen in ahnlicher Weise als Regulator des 
Milieus zu wirken vermag. 

Zu den Versuchen dienten in allen Fallen 1°/,, ige Losungen 
der Katalysatoren in destilliertem Wasser. 

Verwendet wurden Ferrosulfat, Ferrisulfat, Uranyl- 
sulfat, Mangansulfat, 2,7-anthrachinondisulfosaures 
Natrium und 9,10-dichloranthracen-2,7-disulfosaures 
Natrium. (Die festen Verbindungen wurden im Verhiltnis 
1: 1000 gelost.) 

Zu je 100,0ccm der Katalysatorldsung wurde 1 g des betr. 
Salzes (Kaliummalat, Kaliumsuccinat, Kaliumcitrat, 
Natriumlactat und Kalium-Natriumtartrat) gefiigt und 
die Mischung aufgekocht. 50,0ccm blieben im Dunkelzimmer, 
50,0cem auf dem Fensterbrett stehen. Die Aufbewahrung er- 
folgte in den, wie beschrieben hergerichteten, Erlenmeyerkolben; 
die Versuchsanordnung verhindert in praxi die Verdunstung 
und die Infektion mit Keimen aus der Luft. Bei der gewihlten 
Anordnung wurden die belichteten GefaiBe hochstens 7 Stunden 
vom direkten Sonnenlicht getroffen. 

Die Dunkelproben anderten sich auch 4duBerlich kaum, 
wihrend sich die belichteten Lésungen alle mehr oder minder 
stark gelb bis braun firbten und 6fter einen Niederschlag ab- 
setzten. Sie erlangten dabei schnell die Fahigkeit, ammonia- 
kalisch-alkalische Silberlosung und zumeist auch Fehlingsche 
Mischung intensiv zu reduzieren (vgl. die friiheren Untersu- 
chungen von Neuberg iiber die Reaktionsprodukte dieser 
Photokatalysen). 


1) Uber den Bernsteinsiureabbau im Licht s. S. 59. 
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Zu Beginn der Versuche und nach den in den Tabellen 
verzeichneten Zeiten wurden nach kraftigem Durchschiitteln 
— es destilliert bei der Besonnung etwas Wasser in den 
Kolbenhals — jedesmal 5ccm herauspipettiert und titriert. Je 
nach der Art der Salze und der Katalysatoren bestand neu- 
trale, saure oder alkalische Reaktion. 

Der Anfangstiter anderte sich in den Dunkelproben nicht 
oder unbedeutend. In den belichteten GefaiBen fanden be- 
trachtliche Verainderungen statt, stets im Sinne einer Alkali- 
bildung. Die Titrationen geschahen mit ®/,,-Lésungen und mit 
Lackmus als Indicator. Bis auf die Versuchsreihen mit Kalium- 
succinat plus Uran- bzw. den Eisensulfaten sind die Umschlige 
deutlich; in den letztgenannten Fallen ist die Endreaktion nicht 
sehr scharf, da hier die ziemlich starken Ausfallungen im Lichte 
die Titration erschweren. 

Zum Schlusse wurden Hell- und Dunkelproben titriert. 
Die Differenz gibt den Alkalizuwachs an. Er ist wohl in 
einzelnen Fallen noch etwas hdéher zu veranschlagen, da ein 
Teil des gebildeten Carbonats durch Umsetzung mit dem Kata- 
lysator sich der Titration entzieht, indem ,,Neutralsalze“ ent- 
stehen, z. B. 


Fe,(SO,), ++ 3Na,CO, -+ 3H,O = 3Na,SO, + 2 Fe(OH), +- 3C0,. 


Hervorgehoben zu werden verdient der Umstand, daB die 
Alkalibildung bald einen betrachtlichen Umfang er- 
reicht, der dann nicht mehr erheblich zunimmt. Zum Teil 
hangt dieses Verhalten mit Veranderungen und Ausfillungen 
der Katalysatoren zusammen. 

Die absolute Menge des gebildeten Alkalis schwankt, er- 
reicht aber erhebliche Héhen. Die starkste von uns beobachtete 
Umwandlung (Kalium-Natriumtartrat +- Anthrachinondisulfo- 
siure, s. Tabelle V) ergibt fast 63°/, der theoretisch méglichen 
Quantitat Alkali’). 


1) In diesem Versuche benétigen 5,0 ecm der belichteten Lisung 
zur Neutralisation 3,0 ccm %/,,-H,SO,. Fiir 100 cem, die 1 g Seignette- 
salz (wasserfrei) enthielten, macht das 60 com ®%/,,-Saéure aus. Da 
210 g Kalium-Natriumtartrat 20000 ccm ®/,,-Siéure aquivalent oder 
1 g = 95,2 ccm ®/,,-Séure sind, so entspricht die gefundene Alkalitit 


von 60 cem rund 63°), der Theorie. 
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I. Versuche mit Ferrisulfat. 























_ 2 o 

An ®/,,-Lésung') verbrauchten je ae 5 

— eo ee 5,0 ccm dieser Mischung zur Neu- | 24 7% 

n com 1°/9igem Ferrisulfa dealteation gS: = 

waren geldst je 1,0 g ; oa 3a 

zu Anfang | mech =| | Bash ‘OB a8 

P: me < .th, ; : ©! 4 Tagen uy 15 ‘Tages gE °38 
1 Apf sleanees belichtete Probe | 0,3 (NaOH) | 1,6 | 1,6 \ 1.8 
Kalium Dunkelprobe . .| 0,3 (NaOH) | _— | 0,2 (NaOH) ; 
2 sas 2 maa belichtete Probe | 0,4 (NaOH) 0,0 0,2 \ 0.2 
Kalium Dunkelprobe . .| 0,4 (NaOH) | _ 0,0 Z 
3] Citronensaures ¢ belichtete Probe 0,7 | 1,6 2.7 1 19 
Kalium \ Dunkelprobe . . 0,7 _ 0,8 i 
4] Milchsaures { belichtete Probe | 0,6 (NaOH) | 0,1 otal | 0,2 1 07 
Natrium Dunkelprobe . .| 0,6 (NaOH) ete 5 (NaOH) |J ‘ 

5] Weinsaures ¢ belichtete Probe | 0,3 (NaOH) | 0,8 1,0 i 36 
Kalium-Natrium\ Dunkelprobe . .| 0,3 (NaOH) — 0,2 (NaOH)|f °° 
II. Versuche mit Ferrisulfat. 

An */,.Lésung verbrauchten je B25 5 
In 100 com 1°/,,igem Ferrisulfat 5,0 com dieser Mischung zur Neu- | 23 Sh 
eral tralisation EtG ¢ 
waren gelést je 1,0 g : on ea 
— nach nach 3 2 
P RAS. tei nang | 8 Tagen | 18 Tagen EVES 
1} Apfelsaures { belichtete Probe 0,4 1,8 2,0 \ 16 
Kalium Dunkelprobe . . 0,4 | _ 0,4 . 
2 aa gga belichtete Probe |0,45 (NaOH)) 0,1 (HeOH) 0,1 \ 0.4 
Kalium Dunkelprobe . . }0,45 | 0,3 (NaOH) ’ 
3| Citronensaures ¢ belichtete Probe 2,4 2,4 1 44 
Kalium Dunkelprobe . . | ~ 1,3 ~ 
4] Milchsaures { belichtete Probe | 0,5 aan | 0,2 0,3 \ 0.8 
Natrium Dunkelprobe . .|.0,5 (NaOH) | -— | 0,5 (NaOH) a 
5] Weinsaures { belichtete Probe 0,05 | 1,0 | 1,2 1 145 
Kalium-Natrium\ Dunkelprobe . . 0,05 | — | iio vp” 








1) Hier wie in den folgenden Tabellen bedeuten die Zahlen die zur 
Neutralisation verbrauchten Kubikzentimeter "/,,-H,SO,. 
fangsreaktion sauer, so ist die zur Neutralisation benétigte Menge ®/,,.-NaOH 





durch die Bezeichnung (NaOH) hinter der Zah] gekennzeichnet. 





War die An- 
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III. Versuche mit Manganosulfat. 





























An "/,.-Lésung verbrauchten je ee E 
0 _ | 5,0 cem dieser Mischung zur Neu- | © 2 # 
In 100 ecm 1 ooigem Mangano catalina gap 
sulfat waren gelést je 1,0 g SaBa 
zu Anfang | nach | nach ‘3328 
; ®| 4 Tagen | 17 Tagen | & > 3 
1 Apetoome { 7h shtete P: Probe | 0,3 (NaOH) | 1,6 1,6 . 12 
Kalium Dunkelprobe . .| 0,3 (NaOH) _ 0,2 (NaOH) [J ‘ 
2] Bernsteinsaures ¢ belichtete Probe | 0,4 (NaOH) | 0,0 | 0,2 L ee 
Kalium Dunkelprobe . .| 0,4 (NaOH) | ana | 0,0 f si 
3] Citronensaures { belichtete Probe 0,75 1,6 | 2,7 19 
Kalium Dunkelprobe . . 0,75 — 0,8 } = 
4] Milchsaures { belichtete Probe |0,65 (NaOH), 0,1 (NaOH) 0,2 L O75 
Natrium Dunkelprobe . . |0,65 (NaOH) — 0,55 (NaOH)|f 
5 Weinsaures { belichtete Probe | 0,3 (NaOH) | 0,8 1,0 1 19 
Kalium-Natrium\t Dunkelprobe . . | 0,3 (NaOH) | — 0,2 (NaOH) |J si 
IV. Versuche mit Uranylsulfat. 
— ee - ca a a = ..8 > 
An */,,-Lésung verbrauchten je | 23 2 3 
5 ae 5,0 cem dieser Mischung zur Neu- | 24; 
In 100 cem 1°/ogigem Uranylsulfat poll ces ose 8 E= 3 »! 
waren gelést je 1,0 g Sa Sa 
on site| nach nach 3 Da 
8] 8 Tagen | 17 Tagen ECES 
1 lotta { belichtete Probe 0,4 1,9 2,3 \ 1.85 
Kalium Dunkelprobe . 0,4 _— 0,45 ai 
2| Bernsteinsaures ¢ belichtete Probe 1,2 | 1,2 | 42 L 90 
Kalium { Dunkelprobe . . 1,2 -- 1,2 j . 
3} Citronensaures ¢ belichtete Probe 1,3 1,9 | 2.2 \ 09 
Kalium Dunkelprobe . . 1,3 — 1,3 s 
4] Milchsaures { belichtete Probe | 0,2 (NaOH) 0,9 1,2 \ 14 
Natrium Dunkelprobe . .| 0,2 (NaOH) _— 0,2 (NaOH) , 
5] Weinsaures { belichtete Probe 0,05 1,2 1,4 1 13 
Kalium-Natrium\ Dunkelprobe . 0,05 _ 0,1 _ 
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V. Versuche mit 2,7-anthrachinondisulfosaurem Natrium. 
































An ®/,)-Lésung verbrauchten je Ba. 5 
In 100 com 1°/,) anthrachinon- | 5,0 com dieser Mischung zur Neu- | %2« 3 7 
disulfosaurem Natrium waren tralisation 5 <6 aa 
ee ° oP e 
gelist je 1,0¢ — nach nach os 80 5 
i i a 8 | 5 5 Tagen 13 Tagen E Tas 
1 Kptelesuree ; belichtete Probe 0,6 2,8 | 3, 4 L 926 
Kalium Dunkelprobe . . 0,6 —_ 0,8 Ss 
2] Bernsteinsaures ¢ belichtete Probe 1,3 1,5 3,0 1. 17 
Kalium \ Dunkelprobe . . 1,3 — | 1,3 j se 
3] Citronensaures { belichtete Probe 1,3 | 3,3 3,8 \ 04 
Kalium Dunkelprobe . . 12 | — 1,4 , 
4 Milchsaures { belichtete Probe 0,0 1,5 3.2 L o45 
Natrium Dunkelprobe. . 0,0 aa 0,05 f sis 
5 Weinsaures { belichtete Probe 0,2 | 2,8 | 3,2 1 39 
Kalium-Natriumt Dunkelprobe . . 0,2 | — 0,2 SS 
VI. Versuche mit 9,10-dichloranthracen -2,7-disulfo- 
saurem Natrium. 
7 iF 7 7 2 eer 
An ®/,,-Loésung verbrauchten je ee = 
In 100 cem 1°/,,igem dichlor- 5,0 cem dieser Mischung zur Neu- a SH 
anthracen-disulfosaurem Natrium tralisation . 4-2 
waren gelést je 1,0 g pate | nach | nach 2 $ Boe 
a rn | 5 Tagen | 13 Tagen Es Se 
1] Apfelsaures { belichtete Probe 0,6 | 2,2 3,0 l 98 
Kalium Dunkelprobe . . 0,6 | — 0,7 sae 
2 aa ag belichtete Probe 1,4 2,4 2,6 1 49 
Kalium Dunkelprobe . . 1,4 | — 1,4 J i 
3} Citronensaures ¢ belichtete Probe 1,5 2,1 3,0 los 
Kalium \ Dunkelprobe. . 1,5 — 1,5 j 
4 Milchsaures { belichtete Probe |0,05 (NaOH) 0,9 2,0 1 195 
Natrium Dunkelprobe . . |0,05 (NaOH) — 10,05 (NaOH) oii 
5 Weinsaures { belichtete Probe 0,1 Bs | $.1 L 97 
Kalium-Natrium\t Dunkelprobe . . 0,1 os 0,4 Oia 























Uber den Abbau der Bernsteinsiure und der 
a-Crotonsiure zu Acetaldehyd. 
Von 
C. Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Der Ab- und Umbau der einfachen aliphatischen Sauren 
im tierischen und pflanzlichen Organismus ist noch nach manchen 
Richtungen hin unbekannt. Es kann keinem Zweifel unter- 
liegen, daB ein Teil dieser Substanzen auf oxydativem Wege 
von den Organismen verarbeitet wird. Dabei bieten dem Ver- 
stindnis besonders die Umsetzungen solcher Saéuren Schwierig- 
keiten, die fiir chemische Begriffe schwer oder kaum angreif- 
bar erscheinen. 

Ein Beispiel der letztgenannten Art ist die Bernstein- 
siure, COOH—CH,—CH,—COOH, die unzersetzt aus rauchen- 
der Salpetersiure umkristallisiert werden kann und das End- 
produkt’) der Oxydation zahlreicher aliphatischer und cyklischer 
Substanzen in vitro darstellt, wahrend sie nach den Feststellungen 
von F. Battelli und L.Stern*) durch die Oxydasen des Tierkérpers 
mit groBer Leichtigkeit oxydiert wird. Das Umwandlungsprodukt, 
das die Autoren als Apfelsiure, COOH—CH,—CHOH—COOH, 
bezeichnet hatten, ist nach H. Einbeck*) Fumarsiure, 
COOH—CH:CH—COOH. Auf alle Falle handelt es sich um 
eine héchst eigenartige Oxydation der so schwer angreifbaren 
Bernsteinsaure. 

Bei der Fahndung auf ahnlich wirkende, rein chemische 
Reaktionen wurde auch das Gemisch von Hydroperoxyd und 


1) Siehe Victor Mayer-Jacobson, 1, I, 257 
2) F. Battelli und L. Stern, diese Zeitschr. 30, 177, 1910. 
*) H.Einbeck, Zeitschr. f. physiol. Chem. $7,145, 1913; 90,301, 1914 
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Eisensalz benutzt, dessen Effekt vielfach dem Verlaufe biochemi- 
scher Oxydationen entspricht. 

In der Tat greift Wasserstoffsuperoxyd in Gegenwart von 
Eisensalz Bernsteinséure mit groBer Leichtigkeit und Heftig- 
keit an. Es entsteht zwar nicht Apfelsiiure oder Fumarsiure, 
sondern héchst auffallenderweise Acetaldehyd, CH,—CHO, 
und zwar in groBen Mengen’). 

Man erhilt bis 7,7°/, vom Gewichte der angewandten 
Bernsteinséure an Acetaldehyd; da man annehmen darf (s. u.), 
daB 1 Mol. Bernsteinsiure 1 Mol. Acetaldehyd liefert, so konnten 
wir bis zu */, der angewandten Bernsteinsiure in Aldehyd 
iiberfiihren. 

Vom Verlauf der Oxydation kann man sich folgende Vor- 
stellung machen. 

Das Oxydationsmittel fiihrt die Bernsteinsaure (I) zu- 
nichst in Apfelsaure (II) itiber, die dann in bekannter Art 
in Acetaldehyd und Kohlenséure bzw. Ameisensiiure tbergeht. 
Nachweislich entstehen bei der Reaktion Kohlenséure, Ameisen- 
siure und Essigsiure neben dem Acetaldehyd. Man kann auch 
eine Oxydation zu Ketobernsteinsiure, das ist Oxalessig- 
siure (III), annehmen, die leicht in Acetaldehyd und CO, 
zerfallt. Will man als erstes Oxydationsprodukt der Bern- 
steinsiure die Fumarséure (IV) oder Maleinsaéure (V) an- 
nehmen, so steht auch dieser Deutung nichts im Wege, da 
Fumarsaiure und Maleinsdure unter den gleichen Bedingungen 
durch Wasserstoffsuperoxyd und Eisensalz in Acetaldehyd iiber- 
gefiihrt werden’). 


é II. Il. EY, ue 
COOH COOH COOH COOH COOH 


| | | | | 
CH, CH, CH, HC HC 


| | | | 
CH, CHOH CO CH HC 
| | | | | 
COOH COOH COOH COOH COOH 
Durch die beschriebene einfache Reaktion ist die Bernstein- 





1) Die ersten Versuche hieriiber hat im Jahre 1912 Herr Dr. Groh 
ausgefiihrt; dariiber habe ich kurz in der Sitzung der Berliner physiolog. 
Ges. vom 19. Dez. 1913 berichtet. 

*) Siche C. Neuberg und O. Rubin, diese Zeitschr. 67, 77, 1914. 
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siure zu einem auferordentlich reaktionsfiihigen Produkt, dem 
Acetaldehyd, in eine nicht vorherzusehende Verwandtschaft gesetzt 
worden, und da durch Belichtung an der Luft die gleiche Um- 
wandlung zustande kommt’), so darf diese Beziehung auch in 
biochemischer Hinsicht ein Interesse in Anspruch nehmen. Dieses 
besteht darin, daB so die Bernsteinsiure und ihre Ab- 
ké6mmlinge mit der Gruppe der Acetonkérper ver- 
kniipft werden, da ja nach einer von C. Neuberg und 
F. Blumenthal’) beiliufig ausgesprochenen Annahme und nach 
von E. Friedmann’) gelieferten Beweisen der Acetaldehyd iiber 
das Aldol mit der $-Oxybuttersiure zusammenhingt. 

Dieser letzte Gesichtspunkt hat uns veranlaBt, eine andere 
Saure, die zur Gruppe der Acetonkérper in naherer Beziehung 
steht, die «-Crotonsiure, CH,.CH:CH.COOH, auf ihr Ver- 
halten zu dem gleichen Oxydationsgemisch zu untersuchen. 
Auch die «-Crotonsaure fanden wir befahigt, bei der Oxy- 
dation mit Wasserstoffsuperoxyd und Eisensalz leicht und reich- 
lich Acetaldehyd zu liefern; ca. 9,5°/, vom Gewichte der 
Saure oder 18,5°/, der Theorie konnten wir als Aldehyd isolieren. 

Der Ubergang der a-Crotonsiiure in Acetaldehyd ist wohl 
so zu deuten, daB eine Spaltung in Acetaldehyd und ein Derivat 
der Essigsiure stattfindet, alco in gewissem Sinne eine Reaktion, 
die der bekannten Bildung von Crotonsiiure aus Acetaldehyd 
und Essigsiureabkémmlingen entgegengesetzt ist. Es sei darauf 
hingewiesen, da8 sich der Ubergang von e-Crotonsiure in Acet- 
aldehyd auch unter dem EinfluB des Lichtes vollzieht’). 


Experimenteller Teil. 
Bearbeitet von C. Tominaga. 
A. Uberfiihrung von Bernsteinsiure in Acetaldehyd. 
1, 
6 g reinste Bernsteinsiure werden mit 50 ccm Wasser 
iibergossen und mit 110 ccm 2°/,igem Wasserstoffsuperoxyd und 
0,5 g Ferrosulfat versetzt. Beim Erwarmen erfolgte klare Lo- 


1) Siehe C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 59, 1914. 

*) C. Neuberg und F. Blumenthal, Beitrage z. chem. Physiol. u. 
Pathol. 2, 241, 1902. 

*) E. Friedmann, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 202, 1908. 
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sung und die Fliissigkeit farbte sich zunachst rotbraun. Unter 
stiirmischer Reaktion, wihrend welcher man die Flamme am 
besten entfernt, entwickelte sich Gas, und es destillierte Acet- 
aldehyd iiber, der durch einen Energiekihler in eine eisge- 
kiihlte Vorlage gefiihrt wird. Man erwarmt alsdann, bis die 
Fliissigkeit wieder hellgelb geworden ist. Das Destillat, dessen 
Menge etwa 50 ccm betrigt, gibt auf das intensivste die Probe 
auf Acetaldehyd nach Rimini, sowie die Reaktion mit fuchsin- 
schwefliger Saiure sowie mit ammoniakalisch-alkalischer Silber- 
lésung. Durch Fallung mit einer klar filtrierten essigsauren 
Lésung von p-Nitrophenylhydrazin entsteht sofort ein reich- 
licher Niederschlag des gelben Acetaldehyd-p-nitrophenylhydra- 
zons. Seine Menge betrug nach dem Absaugen und Um- 
krystallisieren 0,23 g=0,06 g Acetaldehyd’). 

Da mehr als die Hialfte der angewandten Bernsteinsiure 
durch Atherextraktion unverindert aus der Lésung zuriick- 
gewonnen werden konnte, so haben wir in den weiteren Ver- 
suchen die Menge des Wasserstofisuperoxyds vermehrt. 

Wir verfuhren folgendermaBen: 


2. 

Die Destillation des Gemisches von 6 g Bernsteinsiure, 
50 com Wasser, 0,5 g Ferrosulfat und 110 ccm Wasserstoffsuper- 
oxyd wurde genau wie bei Versuch 1 vorgenommen. Nach der 
Beendigung wurden durch einen Tropftrichter in den Destil- 
lationskolben 110 ccm Wasserstoffsuperoxyd und _ gleichzeitig 
eine konzentrierte wiBrige Lésung von 0,5 g Ferrosulfat hinzu- 
gesetzt. Es fand abermals eine heftige Reaktion statt, nach 
deren Ablauf sich die braune Fliissigkeit wieder hell farbte. 
Diese Prozedur wurde noch dreimal wiederholt, so daB im ganzen 
5 Destillationen mit 550 ccm Wasserstoffsuperoxyd ausgefiihrt 
wurden. Da sich allmahlich ein Bodensatz unléslicher Eisen- 
verbindungen abschied, so wurden mit dem Wasserstoffsuper- 
oxyd zusammen mehrmals einige ccm 20°/,iger Schwefelsiure 
hinzugegeben. Dieses Mal konnten aus dem Destillat 1,33 g 
Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon isoliert werden, entsprechend 
0,33 g Acetaldehyd oder 5,5°/, vom Gewicht der angewandten 


Bernsteinsaure. 


') 179 g Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon = 44 g Acetaldehyd. 
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Um eine bessere Ausbeute zu erzielen, wurden in einem 
anderen Versuch 6 g Bernsteinsiure mit 80 ccm Wasser, 0,5 g 
Ferrosulfat, aber nur mit 30 ccm Wasserstoffsuperoxyd destilliert. 
Durch 33 malige (!) Ausfiihrung der Destillation unter einem Ge- 
samtverbrauch von 990 ccm Hydroperoxyd und mit mehrfacher 
Zugabe von Ferrosulfatlésung, sowie etwas verdiinnter Schwefel- 
siure wurden 1060 cem iibergetrieben. Der Gehalt des Destil- 
lats an Acetaldehyd wurde hier durch Titration mit Bisulfit nach 
Ripper gemaB der ausgezeichneten Vorschrift von O. von Fiirth’) 
ausgefiihrt. Es wurden 0,4604 g Acetaldehyd ermittelt = 7,7° , 
vom Gewicht der Bernsteinsiure. Unter der wohl begriindeten 
Annahme, da8 1 Mol. Acetaldehyd aus 1 Mol. Bernsteinsiure 
entsteht, entspricht die erhaltene Menge Aldehyd einem Ver- 
brauch von 1,234 g Bernsteinsiure gleich 20,6°), der einge- 
wogenen Quantitat. 

AuBer durch die beschriebenen Reaktionen haben wir das 
Vorliegen von Acetaldehyd durch die Analyse des p-Nitro- 
phenylhydrazons nachgewiesen. Die in prachtigen gelben 
Nadeln krystallisierte Verbindung war schon bei der Abschei- 
dung fast rein, indem sie bei 125° schmolz. 

0,1635 g Substanz: 34,7 com N bei 24° und 750 mm. 

C,H,N,0,: ber.: 23,46°/, N; gef.: 23,47°/, N. 


B. Die Uberfiihrung der a-Crotonsiure in Acetaldehyd 
bewerkstelligten wir folgendermaBen. 


1. 

4,3 g «-Crotonséure wurden mit 50 ccm Wasser iiber- 
gossen und mit 0,5 g festem Ferrosulfat, sowie 120 ccm Wasser- 
stofisuperoxyd versetzt. Die Reaktion verlief beim Erwarmen, 
ahnlich wie bei der Bernsteinséure, unter heftigem Aufwallen. 
Es wurden noch 5mal 120 ccm Wasserstoffsuperoxyd und kleine 
Mengen Eisensulfatlésung durch den Tropftrichter in den Destilla- 
tionskolben nachgefiillt. Die 5 Destillationen ergaben 450 ccm 
Destillat, in dem titrimetrisch nach Ripper-v. Firth 0,3408 g 
Acetaldehyd nachgewiesen wurden; das sind 15,5°), der Theorie. 


1) O. v. Firth und D. Charnass, diese Zeitschr. 26, 207, 1910 
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Der nicht verbrauchte Teil des Destillats (308 ccm) ergab 
0,76 g reines Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon’). 


2. 

In einem anderen Versuch gingen wir von 4,3 g a-Croton- 
siure aus, die in der angegebenen Weise 25 mal mit je 30 ccm, 
also 750 ccm H,O, destilliert wurden. Das Destillat, dessen 
Gesamtmenge 950 ccm betrug, wurde unter guter Eiskiihlung 
noch einmal destilliert und auf 200 ccm gebracht. Durch Fal- 
lung mit einer Lésung von essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin 
entstand ein dicker Brei gelber Krystallnadeln, deren Menge 
sich nach dem Absaugen und Reinigen durch zweimaliges Um- 
krystallisieren’) aus verdiinntem Alkohol auf 1,65 g belief. Das 
entspricht 18,6°/, der Theorie an Acetaldehyd. 

Auch hier wurde der gewonnene Acetaldehyd durch die 
Analyse seines p-Nitrophenylhydrazons charakterisiert. 

0,1198 g Substanz: 25,8 cem N bei 753 mm und 27°, 

C,H,N,0,: ber.: 23,46°/, N; gef.: 23,53°/, N. 


Die experimentellen Daten zeigen, daB die Uber- 
fiihrung der Bernsteinsaéure wie der a-Crotonsadure in 
Acetaldehyd’) leicht und verhaltnismaBig glatt be- 
werkstelligt werden kann. 


1) Das rohe p-Nitrophenylhydrazon mu8 zweimal aus diinnem Sprit 
umkrystallisiert werden, da ihm eine kleine Menge einer schwerléslichen 
scharlachroten Verbindung beigemengt ist. 

*) Die beschriebene Art der Bildung von Acetaldehyd ist offenbar 
durchaus verschieden von seiner Entstehung bei der Permanganat- 
oxydation der Athoxy- und Athylimidgruppen, die L. Rosen- 
thaler (Chem. Centralb]. 14, I, 956) aufgefunden hat; bei ihr handelt 
es sich um eine Oxydation primar vorgebildeter CH,.CHO-Reste. 
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Umwandlung von Fumarsiure, Maleinsaure, Glycerinsiure 
und Weinsiure in Acetaldehyd. 


Von 
Carl Neuberg und Olga Rubin. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Durch eine Anzahl merkwiirdiger Reaktionen geht 
Acetaldehyd aus verschiedenen Verbindungen hervor, 
die kaum eine Beziehung zu dieser Substanz erwarten 
lassen konnten. 

Bei der Einwirkung des Lichtes’), bei der Desaminierung 
durch salpetrige Saiure*) und bei der Behandlung mit Wasser- 
stoffsuperoxyd*) konnte die Entstehung des Acetaldehyds aus 
den verschiedenen Substanzen der 2-, 3- und 4-Kohlenstoff- 
reihe nachgewiesen werden, die keinerlei genetischen Zusammen- 
hang mit dem Acetaldehyd besitzen. 

Durch die Uberfiihrung dieser Verbindungen in Acet- 
aldehyd eréffnen sich auch neue Méglichkeiten fiir den physio- 
logischen Abbau der Ausgangsmaterialien, so daB aus diesem 
Grunde eine Erweiterung unserer Kenntnisse solcher 
Acetaldehydbildungen wiinschenswert erscheint. 

Wir berichten im folgenden iiber die sehr eigenartige E nt - 
stehung des Acetaldehyds aus Fumarsaure, Malein- 
saure, Glycerinséure und Weinsiaure. 

Beziiglich des Verlaufs der Reaktion bei den beiden zu- 
erst genannten Substanzen verweisen wir auf die Darlegungen 
von C. Neuberg’®) iiber den Abbau der Bernsteinséure zu Acet- 


1) C. Neuberg, Diese Zeitschr. 61, 325, 1914; 67, 59, 1914. 
*) C. Neuberg u. B. Rewald, diese Zeitschr. 67, 127, 1914. 
3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 71, 1914. 
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aldehyd. Bei der Glycerinséure und bei der Weinsaure méchten 
wir uns vorlaéufig nur auf die Konstatierung der Tatsache be- 
schranken. 

Soviel steht fest, daB der Acetaldehyd als ein beson- 
ders haiufiges und charakteristisches Abbauprodukt 
komplizierterer organischer Substanzen bei gelinden 
Eingriffen auftritt*). 


Experimentelles. 


Rs 

5,8 g Fumarsaure wurden mit 30 ccm Wasser iibergossen 
und mit einem Krystall Ferrosulfat, sowie 70 com Wasserstoff- 
superoxyd von 2,5°/, versetzt. Beim Destillieren verfliichtigt 
sich Acetaldehyd, der durch einen Energiekihler in eine in 
Eis stehende Vorlage geleitet wird. Die Abspaltung des Acet- 
aldehyds erfolgt allmahlich und ist erst nach 3 maliger Nach- 
fiillung*) von je 70 ccm Wasserstoffsuperoxyd mit darauffolgender 
Destillation beendet. Das gesammelte Destillat gab intensiven 
Ausfall der Reaktionen mit fuchsinschwefliger Saure, mit ammo- 
niakalisch-alkalischer Silberl6sung und mit Nitroprussidnatrium 
plus Piperidin. Durch Fallung mit essigsaurem p-Nitropheny]- 
hydrazin wurde 0,417 g Hydrazon des Acetaldehyds erhalten. 


9 


5,8 g Fumarsaure wurden mit 30 ccm Wasser iibergossen 
und unter Zusatz eines Krystalles Ferrosulfat mit 140 ccm 
Wasserstoffsuperoxyd destilliert. Durch den Tropftrichter der 
Apparatur wurde noch 3mal die gleiche Menge Wasserstoff- 
superoxyd nachgefiillt und die Destillation jedesmal so lange 
fortgesetzt, bis die Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Pipe- 
ridin negativ ausfiel. 

Die Verdoppelung der Wasserstoffsuperoxydmenge bot keinen 
Vorteil. Es konnten nur 0,244 g Acetaldehyd-p-nitrophenyl- 
hydrazon abgeschieden werden. 


1) Auch aus Athylamin erhielt K. Suto, wie spiter mitzuteilen 
ist, Acetaldehyd bei der Oxydation mit Hydroperoxyd und Eisensalz. 
Andere aliphatische und fettaromatische Amine verhalten sich entsprechend. 

*) Wenn dabei eine Triibung durch Ausscheidung von basischem 
Eisensalz eintrat, so wurden einige Tropfen Schwefelséure mit hinzugefiigt. 
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3. 

Eine geringe Erhéhung der Aldehydmenge erzielten 
wir durch wiederholte Destillation mit kleineren Men- 
gen Wasserstoffsuperoxyd. 

5,8 g Fumarsaure wurden mit 30 ccm Wasser iibergossen 
und nach Zugabe von wenig Ferrosulfat mit 40 ccm H,O, de- 
stilliert. Es wurden noch 7 mal je 40 ccm Wasserstoffsuperoxyd 
nachgegossen. Aus dem gesammelten Destillat, das alle Alde- 
hydreaktionen sehr stark gab, konnten wir 0,488 g Acetalde- 
hyd-p-nitrophenylhydrazon abscheiden. 


4, 

5,8 g Fumarsaéure wurden genau wie bei Versuch 3 
8mal mit 40cem Hydroperoxyd destilliert. Das gesammelte 
Destillat diente zu einer titrimetrischen Ermittelung des Alde- 
hyds nach Ripper- von Fiirth. Der Gehalt ergab sich zu 
0,1998 g. Demnach sind rund 3,5°/, vom Gewicht der Fumar- 
siure in Aldehyd tbergefiihrt; da man die Bildung von 1 Mole- 
kiil Acetaldehyd aus 1 Molekiil Fumarséure erwarten darf, so 
betraigt die erhaltene Menge Acetaldehyd 9,1°/, der Theorie. 


5. 

5,8 g Maleinsaure wurden mit 30 ccm Wasser iibergossen 
und mit 40 ccm Wasserstoffsuperoxyd und einem Krystall Ferro- 
sulfat destilliert. Nach 7 maliger Wiederholung der Wasser- 
stoffsuperoxydzugabe wurde das gesammelte Destillat, das alle 
Aldehydproben auf das kriftigste gab, mit essigsaurem p-Nitro- 
phenylhydrazin behandelt und lieferte 0,762 g der Acetaldehyd- 
verbindung. 

6. 

In einem weiteren Versuch mit 5,8 gMaleinsaiure wurde 
die absolute Menge des Wasserstoffsuperoxyds ein wenig erhoht, 
indem im ganzen 8 Destillationen mit je 50ccm Wasserstoff- 
superoxyd ausgefiihrt wurden. Die Menge des abgeschiedenen 
Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazons belief sich hier auf 0,786 g. 


 & 
Zur titrimetrischen Bestimmung des aus Maleinsaure 
erhiiltlichen Acetaldehyds wurde ein Versuch genau wie sub 5 
durchgefiihrt. Gefunden wurden 0,2446 g Acetaldehyd, gleich 
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9 ¢ 
rund 4,2°/, 
der Theorie. 


vom Gewicht der Maleinséure oder gleich 11,1° , 


5. 

6,0 g d, 1-Glycerinsaure (88°/,ige Saure, also gleich 5,3 g) 
wurden mit 60 ccm Wasserstoffsuperoxyd iibergossen und mit 
1 g Ferrosulfat versetzt. Bei der Destillation ging eine Fliissig- 
keit tiber, die starke Aldehydreaktionen nach Rimini, Chau- 
tard und Tollens gab. Erst nach 3 maliger Wiederholung 
der Operation mit der gleichen Menge H,O, war die Aldehyd- 
abspaltung erloschen. 

Die gesammelten Destillate wurden mit dem Destillations- 
gemisch eines analogen Ansatzes vereinigt und lieferten 0,234 g 
Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon. 


9. 


SchlieBlich wurde auch bei der Glycerinsaure eine titri- 
metrische Ermittelung der abgespaltenen Menge Aldehyd vor- 
genommen. Sie ergab — in den gesammelten Destillaten von 
6,0 g der erwahnten 88°), igen Glycerinsiure mit 4 mal je 60 ccm 
Wasserstoffsuperoxyd — 0,0881 g Acetaldehyd gleich 4°/, der 
moglichen Menge. 

10. 

Bei der Destillation von 6,0g d-Weinsadure mit wechseln- 
den Mengen Hydroperoxyd und Eisensalz wurde gleichfalls 
Acetaldehyd nachgewiesen. Die Menge war jedoch gering. 

Bei der Bedeutung, die man dieser Bildung von Acet- 
aldehyd aus den genannten Substanzen wohl beimessen darf, 
haben wir es nicht unterlassen, durch die Analyse der p-Nitro- 
phenylhydrazone das Vorliegen von Acetaldehyd noch- 
mals zu bestatigen. 


a) Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon aus Fumarsaure: 


0,0904 g Substanz gaben 19,4 com N (754 mm, 27%). 
Gefunden 23,42°/, N; berechnet 23,46°/, N. 


b) Analyse des Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazons 
aus Maleinsaure: 
0,0747 g Substanz gaben 16,0ccm N (755mm, 27°). 
Gefunden 23,50°/, N; berechnet 23,46°/, N. 
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c) Analyse des Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazons 
aus Glycerinsaure: 


Wahrend die Hydrazone des Aldehyds aus Fumar- und 
Maleinsiure den richtigen Schmelzpunkt, 127 bis 128°, zeigten, 
begann die Substanz aus Glycerinséure bei 123° zu sintern 
und war bei 139° noch nicht vollstindig geschmolzen. Allem 
Anschein nach handelt es sich hier um eine Beimischung eines 
Oxydationsproduktes der Glycerinséure. Durch 4 maliges Um- 
krystallisieren der vereinigten Rohhydrazone aus 3 Ansatzen 
wie sub 9 gelangten wir zu einer nahezu richtig, bei 125 bis 
126°, schmelzenden Verbindung. Die N-Analyse ergab einen 
durchaus befriedigenden Wert. 

0,1206 g Substanz lieferten 25,5 com N (759 mm und 24°), 

Gefunden 23,73°/, N; berechnet 23,46°/, N. 
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Ober die Bildung von Thioschwefelsiure und Schwefel- 
siure aus Atherschwefelsiuren und Sulfonsauren. 


Von 
Carl Neuberg und Olga Rubin. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Von den Mineralsauren finden sich zwei, die Phosphorsiure 
und die Schwefelsiure, verbreitet in der Natur als ester- 
artige Verbindungen mit organischen Materialien; die Schwefel- 
siure kommt auch in Form von Sulfoséuren vor. Wahrend 
der Umsatz der organischen Phosphorsiureverbindungen in 
seinen wesentlichen Punkten aufgeklart ist, liegen die Verhilt- 
nisse bei den natiirlichen Schwefelséureestern anders, insbeson- 
dere sind die den Phosphatasen entsprechenden schwefelsiéure- 
abspaltenden Fermente kaum bekannt. 

Auf der Suche nach solchen Enzymen haben wir zunichst 
das Verhalten von Bakterien in dieser Richtung gepriift und 
berichten dariiber im folgenden: 

Als Untersuchungsobjekte dienten uns einerseits die Chon- 
droitinschwefelsiure in Form ihres reinen Natrium- 
salzes und andererseits das Stoffwechselprodukt Taurin; von 
synthetischen Substanzen kam noch athylschwefelsaures 
Kalium zur Anwendung. Als Bakterienmaterial benutzten wir 
das Gemisch der natiirlichen Faulniserreger. 


Qualitative Priifung auf Schwefelséurebildung, 


Die erwahnten Substanzen wurden in destilliertem Wasser 
gelést und mit Sodalésung bis zur schwach alkalischen Reak- 
tion versetzt; dann wurden die iiblichen N&ahrsalze (Natrium- 
phosphat, Calciumchlorid, Magnesiumchlorid, Eisenchlorid sowie 
Kaliumbicarbonat) in Spuren hinzugegeben. Nach Auffiillung 
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auf ein bestimmtes Volumen wurde jede Lésung alsdann mit 
Faulmischung geimpft. 
Versuch 1. 
2,0 g Taurin mit Spuren Nahrsalzen, 200 ccm Wasser plus 
10 ccm Faulmischung. 


Versuch 2 (Kontrolle zu 1). 
2,0 g Taurin, Salze, 200 ccm Wasser plus 5 ccm Chloroform. 


Versuch 3. 
5,0 g chondroitinschwefelsaures Natrium, Spuren der Salze, 
200 com Wasser und 10 cem Faulmischung. 


Versuch 4 (Kontrolle zu 3). 
5,0 g chondroitinschwefelsaures Natrium, 200 ccm Wasser, 
Spuren der Salze, 5 ccm Chloroform. 


Versuch 5. 
2,0 g athylschwefelsaures Kalium, 200 ccm Wasser, Spuren 
der Salze, zu denen sich hier noch etwas Chlorammonium ge- 
sellte, plus 10 com Faulnisgemisch. 


Versuch 6 (Kontrolle zu 5). 
2,0 g athylschwefelsaures Kalium, 200 cem Wasser, Salze 
plus Chlorammonium sowie 5 ccm Chloroform. 


Versuch 7. 

10 ccm Faulnisinfus wurden mit 200 ccm Wasser und den 
erwahnten Niahrsalzen versetzt. 

Alle 7 Versuche blieben 10 Tage im Brutschranke stehen 
und wurden taglich auf noch vorhandene alkalische Reaktion 
geprift. Probe I und III wurden voriibergehend sauer und 
zeigten dann eine deutliche Schwefelwasserstoffentwick- 
lung, erkenntlich am Geruch und durch Schwarzung eines in 
den Kolbenhals eingehangten Streifens von Bleipapier. Ein- 
getretene saure Reaktion wurde jeweils durch Sodalésung be- 
seitigt. 

Nach 10tagigem Verweilen im Brutschranke wurden alle 
7 Ansatze qualitativ auf Schwefelsiure geprift. Hierzu 
wurden 5,0 ccm der mit Essigsiure schwach angesaduerten und 
aufgekochten Loésungen mit Bariumchlorid versetzt. Dabei er- 


gab sich folgendes: 
6* 











84 C. Neuberg und O. Rubin: 


Versuch 1. Taurin: Deutliche Tribung. 
” 2. (Kontrolle zu 1): Schwache Triibung. 
” 3. Chondroitinschwefel- 
saures Natrium: Starke Fallung. 
, 4. (Kontrolle zu 3): Schwache Triibung. 
" 5. Athylschwefelsaures 
Kalium: Schwache Tribung. 
(Kontrolle zu 5): Sehr schwache Triibung. 
” 7. (Faulnismischung allein): Kaum wahrnehmbare Trii- 
bung. 


Quantitative Bestimmungen von abgespaltener Schwefelsaure, 
Versuch A. 

2,0 g Taurin wurden mit 200 ccm Wasser, dem erwahnten 
Gemisch der Nahrsalze sowie mit 10 com Faulnismischung ver- 
setzt und unter dauernder Aufrechterhaltung der alkalischen 
Reaktion 10 Tage lang bebriitet. Alsdann wurde die gesamte 
Mischung mit einigen Tropfen starker Essigsiure angesiuert, 
zum Sieden erhitzt und durch ein doppeltes Barytfilter filtriert. 

In 50,0 com der klaren Lésung wurde alsdann die Schwefel- 
siure durch Bariumchlorid niedergeschlagen und nach 24 stiin- 
digem Stehen bestimmt. 

In 3 Analysen erhielten wir folgende Werte fiir je 50,0 cem 


Filtrat: 
a) 0,0038 g BaSO,, 


b) 0,0040 g BaSO,, 
ce) 0,0037 g BaSO,, 
im Mittel: 0,00383 g BaSO,. 


Im Durchschnitt sind also aus 2,0 g Taurin 0,0161 g BaSO, 
erhalten worden. 

Versuch B. 

Zur Kontrolle wurde eine Lésung von 2,0 g Taurin in 
200 ccm Wasser mit den Nahrsalzen und 5 ccm Chloroform 
10 Tage gleichzeitig im Brutschrank aufbewahrt. In 50,0 cem 
der essigsauer gemachten Mischung wurden 0,0026 g Barium- 
sulfat gefunden, im ganzen also 0,0104 g BaSQ,. 

Woher auch die Schwefelsiure im antiseptischen Versuch 
mit Taurin stammen mag — sei es aus Verunreinigungen, sei 
es aus einer geringfiigigen Zersetzung — jedenfalls ist die 
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Differenz zwischen beiden Ansitzen sehr gering, so daB man 
nur auf eine minimale Abspaltung von Schwefelsiure aus 
Taurin unter der Einwirkung der Fiulnis schlieBen diirfte, falls 
man den absolut so geringen Daten iiberhaupt Beweiskraft bei- 
messen will. 

Versuch C. 

5,0 g chondroitinschwefelsaures Natrium wurden mit 200 ccm 
Wasser, den Nahrsalzen sowie mit 10 ccm Faulmischung ver- 
setzt und 10 Tage lang unter Kontrolle der stets alkalisch zu 
erhaltenden Reaktion im Brutschrank aufbewahrt. Alsdann 
wurde die Lésung schnell aufgekocht und klar filtriert. In 
50,0 ccm wurde alsdann die Schwefelsiiurebestimmung aus- 
gefiihrt, indem dieselben mit verdiinnter Essigsiure versetzt, 
schnell zum Sieden erhitzt und sofort mit Bariumchloridlésung 
gefallt wurden. Jede laingere Erwirmung wurde vermieden. 
Das Bariumsulfat wurde am niachsten Tage abfiltriert und sehr 
griindlich mit heiBem Wasser ausgewaschen. Wenn die Ent- 
fernung anhaftender Chondroitinschwefelsiure angenommen wer- 
den konnte, wurde der Bariumsulfatniederschlag zuniichst mit 
kalter, dann mit heiBer, verdiinnter Salzsiure bis zum Ver- 
schwinden der Bariumreaktion ausgewaschen. Gefunden wur- 
den in 3 Proben: 

a) 0,2055 g BaSO,, 
b) 0,2062 g BaSO,, 
c) 0,2054 g BaSO,, 
im Durchschnitt also 0,2057 g BaSO,. 


Der ganze Faulnisansatz (210 ccm) lieferte also 0,8640 g 
BaSO, = 0,1186 g 8. Bei einem Gehalt des Natriumchondroitin- 
sulfats an 5,8°/, S (s. 8.89) sind das 41°), der theoretisch 
moglichen Menge. 

Versuch D. 

a) Eine Lésung von 5,0 g chondroitinschwefelsaurem Na- 
trium und 200 ccm Wasser plus Nahrsalzen und 5 ccm Chloro- 
form wurde gleichzeitig 10 Tage im Brutschrank aufbewahrt. 

Zur Bestimmung der freien Schwefelsiure dienten hier 
100,0 cem klar filtrierter Losung, die bei der gleichen Behandlung 
mit Essigsiure und Bariumchlorid 0,0074 g BaSO, lieferten. 

b) Eine Wiederholung der Kontrolle mit den gleichen 
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Mengen, aber an einem anderen Ansatz, ergab fiir 100,0 ccm 
0,0079 g BaSO,. 

Demnach sind aus 5,0 g chondroitinschwefelsaurem Natrium 
bei antiseptischer Aufbewahrung seiner Lésung in 10 Tagen 
im Mittel nur 0,0153 g BaSO, erhalten worden, das sind 17,7°/, 
jener Menge, die der eigentliche Faulversuch lieferte. 


Versuch E. 

Die analoge Anstellung von Versuchen mit 2,0 g athyl- 
schwefelsaurem Kalium in 200 ccm Salzlésung mit und ohne 
Faulmischung ergab fiir 50,0 com Filtrat so minimale absolute 
Zahlen, daB eine Abspaltung von Schwefelsiure aus der Athy]- 
schwefelsiure durch Faulnis unter den gewahlten Bedingungen 
nicht angenommen werden kann. 


Versuch F. 

SchlieBlich wurde noch die Menge Schwefelsiure bestimmt, 
die bei 10tagiger Digestion von 200 ccm Wasser mit 10 ccm 
Faulnismischung und den Nihrsalzen bei 37° frei wird. In 
100,0 ccm des Filtrats wurden in essigsaurer Lésung einmal 
0,0003 g und in einem anderen Versuch 0,0002 g BaSO, durch 
Bariumchlorid niedergeschlagen. Im Durchschnitt ist also die 
verschwindende Menge von 0,0005 g BaSO, aus der ganzen 
Faulnismischung allein erhalten worden. 


Qualitative Priifung auf Thiosulfatbildung. 

Wie zuvor erwahnt ist, entwickelte sich in einigen An- 
sitzen Schwefelwasserstoff, wenn die Reaktion sauer geworden 
war, wahrend im neutralen Milieu eine solche Bildung nicht 
ersichtlich war. Dieses Verhalten deutete auf die Anwesenheit 
von unterschwefligsaurem Salz hin. 

In der Tat konnte sowohl in den erwahnten Faulnis- 
ansatzen mit Taurin als mit chondroitinschwefelsaurem Natrium 
die Gegenwart von Thiosulfat durch die Reaktion mit Sublimat- 
lésung, mit der Silbernitratprobe sowie durch die Sulfitprussid- 
natriumfaérbung nachgewiesen werden, in ahnlicher Weise wie 
dieses Salkowski?) fiir die Ausfiihrung von Thiosulfatbestim- 
mungen im Harn empfohlen hat, 


1) E. Salkowski, Zeitschr. f, physiolog. Chem. 89, 485, 1914. 
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1. Beim Erhitzen mit einigen Tropfen verdiinnter Queck- 
silberchloridlésung entstand in der filtrierten Faulmischung ein 
grauer Niederschlag, der langsam gelbbraun und schlieBlich 
schwarz wurde; er wurde von verdiinnter Salpetersiure (33°/, ig) 
kaum gelést, war also HgS. 

2. Einige Kubikzentimeter filtrierter Faulmischung gaben 
auf Zusatz von Silbernitratlésung zuerst einen graugelben 
Niederschlag, der beim Erwarmen braun und schlieBlich schwarz 
wurde. (Bildung von Ag,S.) 

3. 50 ccm Filtrat der Faulmischung wurden aus einem 
Destillationskolben, der durch einen seitlichen Ansatz mit einem 
Kiihler verbunden war, mit 25 ccm Salzsiure (D = 1,125) 
destilliert. Im Kiihlrohr trat bald der charakteristische ring- 
formige Anflug von Schwefel auf. In den ersten 5 ccm des 
Destillats war schweflige Saiure’) durch Zugabe von wenig 
Natriumbicarbonat, Nitroprussidnatrium und viel Zinksulfat 
durch die rosarote Farbung des Sulfitprussidnatriums, 
Na,S,O,FeCN, nachweisbar, die sich auf Zusatz von Ferro- 
cyankalium noch vertiefte und an einem bald entstehenden 
roten Niederschlage haftete. 

Es sei ausdriicklich hervorgehoben, daB weder in der Faul- 
mischung allein, noch in den mit Chloroform digerierten Lé- 
sungen von Taurin und Chondroitinschwefelsiure eine Bildung 
von Thioschwefelsiure nachweisbar war. 


Quantitative Bestimmungen von Thiosulfat. 


A. Im klaren Filtrat des mehrfach erwaihnten Faulnis- 
ansatzes von 2,0 g Taurin wurde das Thiosulfat entsprechend 
den Angaben von Salkowski (I. c.) durch Erwairmung mit 
Silbernitrat und durch nachfolgende Uberfiihrung des erhaltenen 
Silbersulfids in Schwefelsiure (mittels Soda-Salpeterschmelze) er- 
mittelt. Aus 50,0 ccm wurden gewonnen 0,0298 g Bariumsulfat. 

Durch die Fallung mit Silbernitrat wird bekanntlich nur 
die Hialfte des im Thiosulfat enthaltenen Schwefels als Silber- 
sulfat erhalten, waihrend die andere Halfte als Schwefelsiure in 


Lésung bleibt: 
Ag,S,0, -+- H,O = Ag,S +- H,SO,. 





1) Fresenius, Qualitative Analyse. 16. Aufl. 1910. S. 267. — 
Gmelin-Friedheim I, Abt. 1, 1907. S. 464. 
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Demnach ist unser obiger, auf dem Wege iiber das Silber- 
sulfid erhaltener Wert fiir Bariumsulfat zu verdoppeln. Es ist 
also in 50,0 ccm Filtrat eine Menge Thiosulfatschwefel, die 
0,0596 g Bariumsulfat entspricht. 

Wir haben im Filtrat vom abgeschiedenen Schwefelsilber 
auch die frei gewordene Schwefelsiure direkt bestimmt. Zu 
diesem Zwecke wurde mit Salzsiiure angesiuert, vom ausge- 
schiedenen Chlorsilber abfiltriert, ausgewaschen und nunmehr 
mit Bariumchlorid die Schwefelsiure in gewohnter Weise ge- 
fallt. Dadurch wurden direkt 0,0340 g Bariumsulfat bestimmt, 
ein Wert, der an sich, und namentlich unter Beriicksichtigung 
der praformierten Schwefelsiiuremenge (s. Versuch A, S. 84), 
hinreichend mit der Ableitung der Thiosulfatmenge aus der 
Silberfaillung iibereinstimmt. 

B. Bei dem grofBen Interesse, das diese offenbar starke 
Thiosulfatbildung aus Taurin beanspruchen darf, haben wir 
noch einen weiteren Faulnisansatz in gleicher Weise ana- 
lysiert. 

a) Bariumsulfat aus der Silberfallung von 50,0 cem Taurin- 
fiulnis = 0,0282 g; verdoppelt = 0,0564 g. 

b) Direkte Bestimmung der Schwefelsiure im Filtrat der 
Silberfallung ergab 0,0317 g BaSO,. 

Im Durchschnitt ist also die 0,2436 g BaSO, entsprechende 
Thiosulfatmenge aus 2,0g Taurin, d. h. etwa 6,5°/, der Theorie, 
erhalten worden. 

C und D. Die analoge Ermittelung von Thiosulfat bei 
der Faulnis von chondroitinschwefelsaurem Natrium 
konnten wir nur in der Silberfaillung’) vornehmen, da eine Ver- 
arbeitung des mit Salzsiure entsilberten Filtrats angesichts der 
Zersetzlichkeit der Chondroitinschwefelsiure zu ungenau ge- 
wesen ware. 

Es wurden zwei der erwaihnten Ansatze mit 5,0 g chon- 
droitinschwefelsaurem Natrium untersucht, die in guter Uber- 
einstimmung in 50 cem 0,0536 bzw. 0,0572 g Bariumsulfat, 
also pro 100,0 ccm 0,1072 bzw. 0,1144g Thiosulfatschwefel 


1) Das Silbersulfid blieb beim Erhitzen zum Teil in kolloidaler Lé- 
sung; durch einen Zusatz von wenig reinem NaCl gelang es, das Ag,S 
mit dem AgC! in filtrierbarer Form auszufillen. 
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entsprechendes Bariumsulfat, im Durchschnitt demnach 0,2216 g 
BaSO,, lieferten. 

Auf den ganzen Ansatz macht das 0,2327 g BaSO, 0,032 g8 
aus. Von den 5,8°/, Schwefel des chondroitinschwefelsauren 
Natriums') sind demnach 11,0°), in Thiosulfatschwefel umge- 
wandelt worden. 

Es sei noch darauf hingewiesen, daB in allen Fallen eine 
Beriicksichtigung der Filterasche vorgenommen worden ist und 
nur sulfatfreie Reagenzien verwendet worden sind. 


Ob die erwiesene Bildungsweise von Schwefelsiure und 
Thioschwefelsiure auch unter natiirlichen Verhaltnissen statt- 
findet, mu8 dahingestellt bleiben. Sie ist jedoch wahrscheinlich, 
da schon vor Jahren Salkowski*) einen Ubergang von Thio- 
sulfat in den Harn nach Verfiitterung von Taurin beim Kanin- 
chen beobachtet hat, und man wird nicht fehlgehen, wenn man 
fiir die an allen méglichen Stellen der Organismen vorkommen- 
den Chondroitséuren eine ahnliche Umwandlung annimmt. 

Die groBe Konstanz der Ergebnisse spricht in diesem 
Sinne; freilich stellt Faulmischung kein einheitliches Bakterien- 
material vor, aber sie entspricht dafiir am meisten den in der 
Natur obwaltenden Verhialtnissen. Es soll weiter untersucht 
werden, ob die direkte Abspaltung von Schwefelsaiure auf die 
Wirkungen eines besonderen Fermentes, einer Sulfatase, zu- 
rickgefiihrt werden kann. 


1) Das von uns benutzte chondroitinschwefelsaure Natrium enthielt 
2,50°/, N, 5,78°/, S und 8,47°/, Na in trockenem Zustande; es gab 
mit BaCl, in essigsaurer Lésung den Hauch eines Niederschlages von 
Bariumsulfat. Das Verhiltnis von N:S:Na ist gleich 178: 181: 380, 
also rund gleich 1:1:2. Dieser Befund steht gut mit den Angaben von 
K. Kondo (diese Zeitschr. 26, 116, 1910) im Einklange, der als Formel 
C,,H,,0,,NS vorschligt. Die jiingst von P. A. Levene und F. B. La 
Forge (Journ. of Biol. Chem. 15, 157, 1913) angenommene Zusammen- 
setzung laBt gleichfalls das genannte Verhialtnis von N:S:2Na zu. 
Allein das von den Autoren angegebene Formelbild (1. c. 15, 157) ist un- 
moglich, da es zwei fiinfwertige C-Atome enthalt und die 1. c. 18, 239 
angegebene Forme! ist liickenhaft. Sollten die Spekulationen der Verfasser 
zur Aufstellung einer Formel dienen, so mii&te sie wohl anders, etwa 
C,,.H,,0..N,S,, lauten. 

*) E. Salkowski, Zeitschr. f. physiolog. Chem. 10, 109, 1886. 








Das Verhalten der a-Ketosiuren zu Mikroorganismen. 


I. Mitteilung. 
Die Faulnis von Brenztraubenséure und Oxalessigsaure. 


Von 
Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie zu Berlin-Dahlem.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Die Veranderungen stickstoffhaltiger Substanzen, insbe- 
sondere der EiweiBkérper und Aminosauren, durch Bakterien 
sind vielfach studiert und ihrem Wesen nach in grofen Ziigen 
bekannt. Viel weniger sind wir iiber die Umwandlungen 
unterrichtet, welche die N-freien Materialien unter dem 
Einflusse von Bakterien erleiden. 

Bei der groBen Bedeutung, welche die a-Ketosaduren in 
der letzten Zeit in mannigfacher Richtung fiir die Erkenntnis 
physiologischer Prozesse erlangt haben, ist es wichtig, die Ein- 
wirkung der Bakterien auf diese Substanzen zu studieren. 

Da nur in den seltensten Fallen unter den natiirlichen 
Bedingungen Reinkulturen zur Wirkung gelangen, so haben wir 
unsere Aufmerksamkeit zunichst dem Verhalten dieser a-Keto- 
siuren bei dem weit verbreiteten ProzeB der Faulnis zugewandt 
und zuerst die Brenztraubensaure und die Oxalessigsaure 
geprift. 

Die Versuchsanordnung war ganz ahnlich der, wie sie von 
Neuberg und Mitarbeitern mehrfach fiir die Faulnis einzelner 
Aminosauren verwendet worden ist.) Die beiden Ketosiuren 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 1, 368, 1906; 37, 490 u. 501, 1911; 
C. Neuberg und E. Rosenberg, diese Zeitschr. 7, 178, 1907; W. Brasch 
und C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 299, 1908; C. Neuberg und 
C. Cappezzuoli, diese Zeitschr. 18, 424, 1909. 
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kamen in verdiinnter, ungefahr 1°/, iger Lésung zur Anwendung, 
die mit Natriumkarbonat neutralisiert und mit den iiblichen 
anorganischen Niahrsalzen versetzt waren. Als Stickstoffquelle 
wurden kleine Mengen Ammoniumsulfat und Kaliumnitrat hin- 
zugefiigt. Als Faulniserreger verwendeten wir einige ccm Faul- 
fliissigkeit, die nach Salkowskis Vorschrift durch 24stiindige 
Digestion von gehacktem Rindfleisch in sodaalkalischer Lésung 
gewonnen war. 

Die Resultate, die wir bei unseren Fiaulnisver- 
suchen erhielten, stehen in bemerkenswerter Analogie 
zu den Erfahrungen bei der Hefeeinwirkung auf die- 
selben «-Ketoséuren. Wahrend unter dem Einflu8 der Car- 
boxylase eine einfache Spaltung der Ketosiuren in Kohlen- 
dioxyd und den Aldehyd der nachst niederen Reihe erfolgt, 
bringen die Faulnisbakterien gleichfalls eine Kohlen- 
steffkettenverkiirzung unter Abspaltung von Kohlen- 
siure zuwege; dabei entsteht jedoch nicht ein Aldehyd, 
sondern die zugehorige Fettsaure. 

So liefert die Faulnis von Brenztraubensaure als 
Hauptprodukt Essigsaure. 

Dieses Resultat, das eine Oxydation anzeigt, erscheint zu- 
nachst sonderbar, da die Faulnisvorgange bekanntlich in erster 
Linie Reduktionsprozesse darstellen. In der Tat findet man 
bei der Faulnis der «-Ketosauren auch tiefgreifende Reduktions- 
vorgange, wenn man die neben den Fettsauren entstandenen 
Produkte betrachtet. Es entwickelt sich namlich massenhaft 
Wasserstoff, den man durch Zerlegung des vorhandenen Was- 
sers sich entstanden denken kann. (CH,.CO.COOH —- 0.H, 
== CH,.COOH +- CO, -++-H,). Nebenher bilden sich auch nicht 
unbetrachtliche Mengen Ameisensaure (bis 22°/,), die viel- 
leicht einer Reduktion der Kohlenséure durch den abgespalte- 
nen Wasserstoff in statu nascendi ihre Entstehung verdanken. 
Selbstverstaindlich kann man die Bildung von Ameisensaure 
und Essigsiure aus Brenztraubensdiure auch als eine hydro- 
klastische Reaktion im Sinne der Formulierung: 


CH, .CO OH CH,.COOH 
ee ae ee 
COOH H H.COOH. 


auffassen. 
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Das massenhafte Auftreten von Wasserstoff und das Uber- 
wiegen der Essigsiure iiber die Quantitaét der Ameisensdure 
spricht dafiir, daB Ameisensiure wohl sekundaér durch den 
nascierenden Wasserstoff aus einem Teil der abgespaltenen 
Kohlensaure hervorgeht. Die Umwandlung der Brenztrauben- 
siure in Essigsiure konnten wir bis zu 50°), der Theorie 
erreichen. In anderen Fillen war sie geringer. Die Ausbeute 
an Ameisensiure schwankt in den einzelnen Versuchen nicht 
unerheblich. 

Die Faulnis der Oxalessigsaiure liefert dieselben 
Produkte wie die der Brenztraubensiure, d. h. neben Kohlen- 
dioxyd in erster Linie Essigsiure. Auch hierbei offenbart 
sich die Analogie mit der Hefeeinwirkung, da die Carboxylase 
gleichfalls aus der Oxalessigsiure unter Abspaltung von 2 Mole- 
kulen CO, Acetaldehyd erzeugt. Dieser verhaltnismaiBig glatte 
Ubergang einer Siure der C,-Reihe in die C,-Reihe ist recht 
bemerkenswert. Die gebildete Essigsiure diirfte kaum durch 
eine Siaurespaltung der Oxalessigsiiure entstehen, die neben 
Essigsaure Oxalsiure ergeben wiirde. Wir haben keinerlei 
Anhaltspunkte fiir die Entstehung von Oxalat gewinnen 
konnen. Dagegen treten gleichfalls Wasserstoff und Amei- 
sensaure auf. 

Demnach sind die beiden folgenden Spaltungen anzn- 
nehmen: _ 

1. COOH.CH,.CO.COOH +- 0.H, = 
= CO, -+- CH,.COOH -++ CO, +- H, 


und 


bo 


COOH.CH,.CO OH 
| +f] 
COOH H 


—CO, + CH,.COOH + H.COOH. 


Diese Faulnisprozesse verlaufen mit groBer Inten- 
sitat. Innerhalb einer Woche ist das Ausgangsmaterial ver- 
braucht, wahrend in gleichzeitig angesetzten antiseptischen Kon- 
trollen sowohl Brenztraubenséure wie Oxalessigsiure (oder zum 
mindesten die aus letzterer hervorgegangene Brenztrauben- 
siure) bei der Digestion im Brutschrank erhalten bleiben. Die 
Gasentwicklung waihrend der Faulnis ist eine sehr 
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lebhafte und insbesondere bei der Brenztraubensiaure 
fast stiirmisch. Ungefaihr am 3. Tage entweicht ein kon- 
tinuierlicher Strom von Gasblasen in einer Stirke, wie man 
das sonst nur bei Hefegirungen zu sehen gewohnt ist! Dieses 
Gas, das sich tagelang entwickelt, besteht, wie aus den Aus- 
fiihrungen im experimentellen Teil hervorgeht, auBer aus Kohlen- 
siure aus Wasserstoff, denen Spuren von Methan beigemengt 
sind. Die Herkunft des Grubengases kann kaum zweifelhaft 
sein; es findet in geringem Umfange der bekannte Zerfall der 
Essigsaure statt. 

Die Umwandlung der «-Ketosaiuren durch Faulnis 
in die Fettsiuren der nachst niederen Reihe entspricht 
volistindig dem jetzt klargestellten Ubergange der Amino- 
siuren unter Desaminierung und Kobhlenstoffkettenverkiirzung 
in die Fettsiuren der niachst niederen Reihe. Diese Ergeb- 
nisse sprechen dafiir, daB als erste Phase der physiologischen 
Umwandlung von Aminosaiuren die «-Ketosiuren auch bei der 
Faulnis auftreten, ahnlich wie es Neubauer und Fromherz’) 
fiir den Stoffwechsel der Tiere und der Hefe angenommen 
haben. 

Ob bei der bakteriellen Umwandlung der a-Ketosiuren 
auch Reduktionsprozesse ohne Kohlenstoffkettenverkirzung, 
etwa ein Ubergang von Brenztraubensiure in Milchséure oder 
von Oxalessigsiure in Bernsteinsaéure, stattfinden, mu8 dahin- 
gestellt bleiben. 

Nach den Befunden von L. Karczag und L. Méczar’) 
iiber die Einwirkung von Bact. coli und paratyph. auf Brenz- 
traubenséure scheint das durchaus moglich, da die genannten 
Forscher hier unter anderem Propionséure gefunden haben, 
wahrend merkwiirdigerweise die Essigsiure zu fehlen scheint, 
Allerdings ist der Reaktionsverlauf beim Colibacillus, einem 
ausgesprochenen Kohlehydratzehrer, wohl wesentlich anders als 
bei den Faulniserregern und fiihrt nach den Angaben der Auto- 
ren zu keinem Umwandlungsprodukt, das fiir den Eintritt 
einer bestimmten Zersetzung charakteristisch wire. 


1) O. Neubauer, Biochem. Handlex. 4, 360, 1911. 
8) L. Karezag und L. Méczar, diese Zeitschr. 55, 79, 1913 
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Experimentelles. 
Bearbeitet von J. Jamakawa. 


A. Faulnis der Brenztraubensaure. 


Versuch 1. 

8 ccm = 10 g krystallisierbarer') Brenztraubensiure wurden 
in 800 ccm Leitungswasser gelést und mit verdiinnter Kalium- 
carbonatlésung bis zur deutlich alkalischen Reaktion auf Lack- 
mus versetzt. Hierzu wurde je ein Kérnchen der folgenden 
Salze gegeben: Dinatriumphosphat, Calciumchlorid, Natrium- 
chlorid, Eisenchlorid, Magnesiumsulfat sowie zwei gréBere Kry- 
stalle von Ammoniumsulfat und Kaliumnitrat. 

Das Gemisch wurde auf 1000 ccm aufgefiillt und mit 
5,0 ecm Faulnisinfus versetzt, der 24 Stunden alt war. Beim 
Stehen im Brutschrank fiel bereits nach 4 Tagen die Reaktion 
auf unveranderte Brenztraubensiure mit Nitroprussidnatrium 
und Natronlauge negativ aus. Die Gasentwicklung, die am 
Ende des zweiten Tages eingesetzt hatte, dauerte noch fort, 
war aber nach einer Woche nicht mehr wahrnehmbar. Nun- 
mehr wurde das Gemisch mit 90 ccm 25°/, iger Phosphorsiure 
angesduert und so lange mit Wasserdampf destilliert, bis die 
Reaktion des Ubergegangenen nicht mehr sauer war. So wurden 
8720 cem gewonnen, deren Aciditaét — nach einer Bestimmung 
an einem aliquoten Teile — 104,9 ccm n-Natronlauge entsprach. 

Die Hauptmenge wurde alsdann mit Natriumcarbonat- 
lésung schwach alkalisiert und auf dem Wasserbade bis zur 
Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde mit ungefahr 60 ccm 
siedendem Alkohol ausgezogen und die darin unléslichen Salz- 
massen nach Durchfeuchtung mit einigen Tropfen Wasser noch 
10 mal der gleichen Extraktion mit Alkohol unterworfen. 

Die vereinigten alkoholischen Ausziige wurden in einer 
Porzellanschale auf dem Wasserbade eingedampft, wobei sich 
zum SchluB weiBe Krystalle abschieden. Die Menge der so 
erhaltenen Natriumsalze betrug 7,89 g. 

Aus dem Verhalten zu Silbernitrat ergab sich, daB in dem 
Natriumsalz keine einheitliche Verbindung vorlag, indem neben 
einem bestaéndigen Silbersalz ein sich schnell schwarzendes zu- 


1) d. h. im Kaltegemisch erstarrender. 
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gegen war. Letzteres war das Salz der Ameisensiure, die sich 
auch durch die Priifung mit Quecksilberchlorid zu erkennen gab. 

Die Menge der vorhandenen Ameisensaure (a) be- 
stimmten wir nach der bequemen Methode, die H. Fincke') 
fiir diesen Zweck angegeben hat. Dann ermittelten wir die 
neben dem Formiat vorhandenen Fettsiuren nach der von 
Brasch und Neuberg’) angegebenen Methode ({). 


«) Ameisensaurebestimmung: 

2,5 g reinstes NaCl, 3g HgCl, und 1g Natriumacetat 
wurden in 250 ccm Wasser gelést und klar filtriert. Dann 
wurden 0,5000 g unseres im Vakuumexsiccator getrockneten 
Natriumsalzgemisches hinzugegeben und die Fliissigkeit unter 
Bedeckung mit einem Uhrglase 2 Stunden lang auf dem Wasser- 
bade erhitzt. 

Es schied sich rein weiBes Kalomel, HgCl, aus, das noch 
warm auf einem Goochtiegel abfiltriert und nach dem Aus- 
waschen mit Wasser, absolutem Alkohol und Ather sowie nach 
einstiindigem Trocknen bei ca. 95° gewogen wurde. 

0,5000 g Natriumsalz lieferten 0,7682 g HgCl; letzteres 
entspricht*) 0,0749 g HCOOH oder 0,1109 g HCOONa‘). 

22,18°/, Natriumformiat waren demnach in unserer Sub- 
stanz vorhanden. 


f) Essigsiurebestimmung. 

Zur Ermittlung der Essigsiure wurden 4,0000 g unseres Na- 
triumsalzes in 400 ccm Wasser gelést und mit 6 ccm ver- 
diinnter Schwefelsiure sowie 6 g festem Mercurisulfat versetzt. 
Das Gemenge wurde 2 Stunden lang am gut wirkenden Riick- 
fluBkiihler im gelinden Sieden erhalten. Nach volligem Er- 
kalten und Ausspiilen des Kiihlers mit wenig Wasser wurde 
filtriert und das in Lésung befindliche Quecksilber durch 
Schwefelwasserstoff ausgefillt, der absorbierte Teii des letzteren 
durch einen Luftstrom ausgetrieben und die Schwefelséure nun- 
mehr durch einen Uberschu8 von warmem, reinem Baryt- 


1) H. Finecke, diese Zeitschr. 51, 253, 1913. 

*) W. Brasch und C. Neuberg, diese Zeitschr. 13, 299, 1908. 

*) Umrechnungsfaktor 0,0975. 

*) 46g Ameisensiure = 68g Natriumformiat, also Umrechnungs- 
faktor rund == 5),. 
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wasser gefallt. Ohne Filtration von Bariumsulfat wurde als- 
dann Kohlenséuregas zwecks Entfernung gelésten Barium- 
hydroxyds eingeleitet. Nunmehr wurde durch ein Barytfilter 
abfiltriert und mit heiBem Wasser griindlich ausgewaschen. Das 
Filtrat wurde ungefaihr auf 10 ccm eingeengt und von noch- 
mals ausgeschiedenen Spuren Bariumcarbonats getrennt. Die 
Fliissigkeit reagierte schwach alkalisch und wurde hier und in 
den spateren Fallen genau mit Salpetersdiure neutralisiert. 

Auf Zugabe von 50°/, iger Silbernitratlésung fiel jetzt ein 
dicker Brei eines rein weiBen, recht lichtbestandigen Silber- 
salzes aus, das nach mehrstiindigem Stehen in der Kalte und im 
Dunkeln auf der Nutsche abgesaugt, erst mit 50°/, igem Alkohol, 
dann mit absolutem Alkohol ausgewaschen wurde. Nach dem 
Trocknen im Dunkelexsiccator wog die Menge des erhaltenen 
Silbersalzes 4,07 g (entsprechend 2 g wasserfreiem Natriumacetat). 

0,2184 g Substanz gaben beim Vergliihen: 0,1410g Ag 
= 64,56°,. 

Da essigsaures Silber 64,67°/, Ag enthilt, liegt reines 
Silberacetat vor. 

Versuch 2. 

Als Kontrolle wurde eine genau so bereitete Lésung aus 
8cem Brenztraubensiure mit Kaliumcarbonat und den iibrigen 
Salzen in 11 Wasser hergestellt, ohne Faulnismischung, aber 
mit Zusatz von einigen Kubikzentimetern Chloroform im Brut- 
schrank in fest verschlossener Flasche aufbewahrt. Es er- 
folgte hier nicht die geringste Gasentwicklung, und selbst nach 
6 Wochen konnte unveranderte Brenztraubenséure mit der 
Nitroprussidnatriumprobe nachgewiesen werden. 


Versuch 3. 

Die Lésung von 8 ccm Brenztraubenséure in 11 Wasser 
wurde nicht mit Kaliumcarbonat, sondern mit 20g festem 
Calciumcarbonat neutralisiert, das zum Teil ungelést sich zu 
Boden setzte. Daneben wurden die vorher erwihnten Salze 
und eine Spur KCl hinzugegeben. Die Faulnis wurde durch 
Zugabe von 10 cem Fleischinfus eingeleitet. Nach unge- 
fihr 3 Tagen trat wieder eine kriaftige Gasentwicklung auf, 
die hier etwas linger, bis zum 9. Tage, anhielt. Die Fliissig- 
keit, die schwach alkalische Reaktion zeigte, wurde nach 





ie 
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12 Tagen mit 175ccm 25°/, iger Phosphorsdure angesduert und 
mit Wasserdampf destilliert. Das Destillat betrug 10800 ccm 
und zeigte eine Aciditét = 106 ccm n-Natronlauge. Durch 
Neutralisation mit Soda wurde in der bei Versuch 1 ange- 
gebenen Art das Natriumsalz bereitet, das nach dem Ein- 
dampfen und nach der beschriebenen Extraktion mit Alkohol 
in einer Menge von 8,26 g erhalten wurde. Auch dieses Salz 
war ein Gemisch von Acetat mit Formiat. 


a) Ameisenséurebestimmung, 
1,0000 g Salz lieferte 0,2708 g HgCl = 0,0264 HCOOH oder 
0,0390 g HCOONa. 
Es waren also 3,90°/, Natriumformiat zugegen. 


8) Essigsiurebestimmung. 

3,0002 g Natriumsalz lieferten — nach Zerstérung der 
Ameisensaéure mit saurem Quecksilbersulfat nach Brasch und 
Neuberg — 2,775 g reines Silbersalz. 

0,2366 g Silbersalz gaben 0,1530 g Silber. 

CH,.COOAg berechnet: 64,67°/, Ag; 
gefunden: 64,66°/,. 

Demnach lag Silberacetat in héchster Reinheit vor. 


Versuch 4. 

Wie erwahnt, entweichen im Verlauf der Girung Stréme 
von Gas. Um seine Zusammensetzung zu erkennen, haben wir 
dasselbe in geeigneter Weise aufgefangen. Zu diesem Zweck 
diente folgende Versuchsanordnung. 

Das im Brutschrank befindliche GargefaB wurde mit einem 
auf dem Thermostaten gestellten Azotometer durch ein Glas- 
rohr verbunden, das durch eine in der Decke des Brutschrankes 
angebrachte tubulierte Offnung die Verbindung zwischen beiden 
GefaiBen herstellte und als Gasentbindungsrohr diente. Ein zweites, 
bis auf den Boden des GiéargefiBes reichendes Glasrohr war 
gleichfalls seitlich aus dem Brutschrank durch einen anderen 
dort angebrachten Tubus mit Gummistopfenverschlu8 hindurch- 
gefihrt und mit einem Kohlenséureentwicklungsapparat ver- 
bunden. 

Da es uns im wesentlichen darauf ankam, die Entwicklung 


von anderen Gasen neben CO, festzustellen, so verdrangten wir aus 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 7 
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dem System nach Einbringung der Gairmischung die Luft durch 
Kohlensaure. Dann wurde die Kohlensaurezuleitung abgestellt 
und das durch die Girung entwickelte Gas im Azotometer iiber 
30°/,iger Kalilauge aufgefangen. Zum Schlu8 wurde wiederum 
aus dem Entwicklungsapparat Kohlendioxyd hindurchgeleitet. 
Selbstverstandlich war durch Verwendung von Kapillarschlauch 
das Eindringen von atmosphirischen Gasen nach Moglichkeit 
verhindert. 

Der in das GargefaéB eingefiillte Faulnisansatz war genau 
wie der des Versuchs 1 zusammengesetzt. Er lieferte im Laufe 
von 7 Tagen 252 ccm nicht absorbierbares Gas. Dasselbe war 
brennbar und verpufite nach Beimengung von Luft. DaB es 
sich im wesentlichen um Wasserstoff handelte, zeigt die Ana- 
lyse des Versuchs 5. 

Die in Lésung befindlichen Faulnisprodukte wurden genau 
wie in Versuch 1 und 3 isoliert und analysiert. Aus der phos- 
phorsauren Lésung wurden 1400 ccm Destillat mit einer Aci- 
ditaét von 120 ccm n-Natronlauge erhalten. Die Ausbeute an 
alkoholléslichen Natriumsalzen war 7,72 g. 

a) 0,8720 g des rohen Natriumsalzes lieferten die 0,0970 g 
Natriumformiat entsprechende Menge Kalomel = 11,12°/). 

8) 5,0 g rohes und dann vom Formiat befreites Natrium- 
salz lieferten 3,64 g Silberacetat mit einem Gehalt von 65,01°/, 
Silber. 

Versuch 5. 

Um einen genaueren AufschluB8 tiber die Natur der Garungs- 
gase zu erhalten, wurde ein Versuch in dem beifolgend ab- 
gebildeten Apparat angestellt. Hier wurde von einer Fiillung 
mit Kohlensiure abgesehen und das Gas in die kleine Gas- 
biirette unter dem eigenen Druck iibergetrieben. 

Als GargeféB diente ein Jenenser Stehkolben von 100 ccm 
Inhalt. Derselbe wurde wie das Eudiometer samt den Ab- und 
ZufluBréhren mit einer Auflésung von 1,2 ccm Brenztrauben- 
siure in 150 ccm Wasser gefiillt, welch letzteres, nach Zugabe von 
Soda und den angefiihrten Salzen in dem erwahnten Verhiltnis, 
durch Auskochen von Luft befreit war. Als Impfmaterial dienten 
3 cem Faulnismischung. Das Eudiometer Z kommunizierte mit 
Hilfe eines Glashahns H mit dem GargefiB G. Das entwickelte 
Gas stieg durch das Zuleitungsrohr Z auf und verdrangte durch 
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das AbfluBrohr a die Sperrfliissigkeit, die mit Hilfe eines 
durch den Quetschhahn Q verschlieB- a 
baren Schlauches in die gleich- 2 
falls mit der Lésung gefiillte flache | 
Porzellanschale P tropfte. Die Appa- | 
ratur ist stabil und kann bequem 

im Brutschrank untergebracht wer- | 
den. Nach Beendigung des Versuches | 
schlieBt man die Hahne H und Q, | 
versenkt die GefiBe in eine pneu- 


matische Wanne und ersetzt den S 
Gummistopfen S durch ein zu den p = IL 
1 @ a) 











Gasanalyseapparaten passendes Ver- 
bindungsstiick. Das in den Eudio- 
metern angesammelte Gas hatte nach 


heimrat Zuntz, dem wir auch an 
dieser Stelle fiir seine Miihewal- i 
tung verbindlichst danken, folgende te ” 
Zusammensetzung: Fig. 1. 
I. 1. Analyse: 88,79°/, CO,, 7,55°/, H,, 0,88°/, CH,. 
2. Analyse: 88,94°/, CO,, 7,60°/, H,, 0,71°/, CH,. 
Mittel: 88,86°/, CO,, 7,58°/, H,, 0,80°/, CH,. 
Summa == 97,24°/,; 
2,76°/, eingedrungene Luft. 


| 
| 
mehreren Analysen von Herrn Ge- { 
i] 
| 
{ 





Versuch 6. 

Gleichzeitig wurde in einem zweiten ebensolchen Apparat 
ein ganz gleicher Versuch mit den identischen Mengenverhilt- 
nissen angesetzt. Hier ergab die Analyse folgendes Resultat: 

II. 1. Analyse: 88,92°/, CO,, 6,18°/, H, 0,77°/, CH,. 
2. Analyse: 88,88°/, CO,, 6,45°/, H, 0,71°/, CH,. 
Mittel: 88,90°/, CO,, 6,32°/, H, 0,74°/, CH,. 
Summa = 95,96°/,: 
4,04°/, eingedrungene Luft. 








Selbstverstindlich wire es genauer gewesen, die Gase iiber 
Quecksilber aufzufangen, allein die dadurch bedingte Kom- 
plikation der Versuchsanordnung schien entbehrlich, da es uns, 


= 
7* 
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wie gesagt, hauptsachlich darum zu tun war, die Natur des 
neben Kohlendioxyd gebildeten Gases zu kennen. Wie man 
sieht, besteht dasselbe im Durchschnitt zu 7°/, aus Wasserstoff, 
dem */,, seiner Menge Methan beigemengt ist. 


B, Faulnis der Oxalessigsaure. 
Versuch 1. 

Der Garansatz bestand hier aus einer in der Kialte be- 
reiteten Losung von 6,6 g Oxalessigsiure (malenoide Form) in 
500 com Wasser, die unter starker Kihlung mit n-Kalilauge 
neutralisiert und mit Spuren der auch bei der Brenztraubensaure 
verwendeten Nahrsalze versetzt worden war. Als Faulmischung 
dienten 10 ccm Fleischinfus, der 24 Stunden alt war. Das 
ganze Gemisch wurde auf 600 ccm aufgefiillt und 2 Wochen 
im Brutschrank aufbewahrt. Die Gasentwicklung war hier 
weit geringer und zog sich 14 Tage lang hin. Die Abgase 
wurden nach der bei Versuch 5 beschriebenen Anordnung in 
dem auBerhalb des Thermostaten stehenden Azotometer ge- 
sammelt. Es zeigte sich, daB das von Kalilauge nicht absor- 
bierte Gas (90 ccm) brennbar und der Hauptmenge nach Wasser- 
stoff war. Die Faulnislésung, in der mit Nitroprussidnatrium 
und Kalilauge keine Spur des Ausgangsmaterials mehr nach- 
gewiesen werden konnte’), wurde unter Zugabe von 50 ccm 
25°/,iger Phosphorsiure destilliert, wobei 15270 ccm Destillat 
mit einer Aciditaét = 41 ccm n-Natronlauge iibergetrieben wurden. 
Die Darstellung der alkoholléslichen Natriumsalze aus dem mit 
Soda neutralisierten und eingedampften Destillat ergab 3,50 g 


Substanz. 
a) Ameisensaéurebestimmung. 


0,2976 g rohes Natriumsalz enthielt 0,0501 g Natrium- 
formiat = 16,83°/,. 


f) Essigsiurebestimmung. 

2,4020 g Natriumsalz lieferte nach Zerstérung der Ameisen- 
siure 2,013 g Silbersalz. 0,1202 g Silbersalz ergab 0,0778 g Silber. 
CH,.COOAg berechnet: 64,56°/, Ag, 

gefunden: 64,72°/, Ag. 


) Eine Kontrolle mit antiseptisch angesetzter Oxalessigsiurelésung 
ergab nach 14tigigem Verweilen im Brutschrank noch deutliche Reaktion 
mit Nitroprussidnatrium und Lauge. 
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Versuch 2. 

Der Versuch wurde mit 6,6 g Oxalessigsiure genau unter den 
gleichen Bedingungen wiederholt, aber die Digestion im Brut- 
schrank wurde nur auf eine Woche ausgedehnt. Nach dieser 
Zeit war die Nitroprussidnatriumreaktion bereits verschwunden. 

Das Gargemisch wurde in 2 Teile geteilt. Die eine 
Halfte diente zur Bestimmung der fliichtigen Saéuren in 
der gewohnten Weise (a), wahrend in der anderen Halfte 
auf etwa abgespaltene Oxalsiure gefahndet wurde (b). 

a) Die Menge des Destillats aus phosphorsaurer Lésung 
betrug 7630 ccm, die eine Aciditét von 19 ccm n-Natronlauge 
aufwiesen. Die Aufarbeitung ergab 1,606 g Natriumsalz, in 
denen 10,87°/, Natriumformiat, berechnet aus der Kalomel- 
menge, und 71,50°/, Natriumacetat, ermittelt aus der Menge 
des reinen Silberacetats, vorhanden war. 

b) Die andere Hialfte wurde mit Salzsiure schwach an- 
gesduert, da mdglicherweise wegen des vorhandenen Calcium- 
chlorids in der alkalischen Lésung oxalsaurer Kalk ausgefallen 
sein konnte. Die Losung wurde alsdann filtriert, blieb jedoch 
wegen des Bakteriengehaltes leicht getriibt. Sie wurde hierauf 
nach den Angaben von Autenrieth und Barth’) mit Chlor- 
calcium und Ammoniak im Uberschu8 versetzt und auf dem 
Wasserbade */, Stunde leicht erwirmt. Der gut abgesetzte Nieder- 
schlag wurde am niachsten Tage auf einem Doppelfilter ab- 
filtriert und mit Wasser ausgewaschen. Der Niederschlag léste 
sich nahezu klar in 25 cem 15°/,iger Salzsiure. Die fiinfmalige 
Ausschiittelung mit 200 cem 3°/, Alkohol enthaltendem Ather 
lieferte einen Riickstand, der bei erneutem Zusatz von Calcium- 
chlorid, Ammoniak und Essigséure eine unwagbare Menge eines 
schwerléslichen Kalksalzes gab. 

Daraus geht hervor, daB eine nennenswerte Menge Oxal- 
siure nicht zugegen gewesen sein kann. 

Die isolierten Essigsiuremengen, deren Bestimmung 
keineswegs quantitativ ist, zeigen auf alle Falle, daB der Ab- 
bau der Brenztraubenséiure und der Oxalessigsaure 
durch Faulnis ein verhaltnismaBig glatt und eindeu- 
tig verlaufender Vorgang ist. 


1) §. Vorschrift in Neuberg, Der Harn, S. 274. 











Ein einfacher Polarisationsapparat fiir Mikro- und 
Makrobestimmungen bei weibem Licht. 
Von 
C. Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Die biochemische Analytik steht im Zeichen der Mikro- 
methoden, eine Erscheinung, die dem Bediirfnis entspringt, die 
chemischen Untersuchungsverfahren der unendlich feineren 
mikroskopischen Methodik anzunahern, 

Auch fiir die optischen Priifungen sind bereits Mikro- 
methoden angegeben, beziiglich deren auf die Veréffentlichungen 
von E. Fischer’) und J. Donau®) verwiesen sei. 

Fiir die Mikropolarisation sind bisher wohl ausschlieBlich 
Apparate mit monochromatischem Licht verwendet worden, 
d. h. besonders lichtstarke Instrumente mit Kreisgradeinteilung. 
Nur an den besten Apparaten hat man Vorrichtungen zur Aus- 
fiihrung von Mikropolarisationen angebracht, und sie sind auch 
fiir die Ausfiihrung der feinsten Bestimmungen unerlaBlich. 

In der Laboratoriumspraxis kommt es nun vielfach nicht 
auf die Erreichung héchster Genauigkeit der Ablesungen an, 
sondern mehr auf eine handliche und schnelle Méglichkeit der 
Ausfiihrung. Insbesondere kénnen fiir Untersuchungen von 
waBrigen Losungen, um die es sich zu allermeist handelt, 
Apparate mit einer weiBen Lichtquelle Verwendung finden, 
die den Vorzug besitzen, auch bei gefairbten Fliissigkeiten eine 
ausreichende Durchsicht zu gestatten. 

Von diesen Gesichtspunkten ausgehend habe ich die Firma 
Fr. Schmidt & Haensch in Berlin veranlaBt, einen einfachen 
Polarisationsapparat zu bauen, der den gedachten Zwecken ge- 
recht wird. 

Dieser Apparat besitzt eine Quarzkeilkompensation, die bei 
jeder weiBen Lichtquelle benutzt werden kann, und er ist den 


1) E. Fischer, Ber. 44, 129, 1911. 
*) J. Donau, Arbeitsmethoden der Mikrochemie, S. 62. Franckhsche 
Verlagsbuchhandl. Stuttgart 1913. 
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Bediirfnissen der physiologisch-chemischen Praxis am meisien 
entsprechend, auf Traubenzucker geeicht. Der Apparat ist mit 
einer Einrichtung zur Mikro- und Makropolarisation versehen, 
wie dieselbe bei den Kreisapparaten eingefiihrt ist. Diese Vor- 
richtung besteht aus einem an vier Stellen durchbohrten Schie- 
ber, der am Polarisator angebracht ist. Dieser Schieber gestattet 
die GréBe der Polarisatorblende bequem auf einen Durchmesser 
von 1, 2, 4 oder 5 mm zu bringen. Dadurch kénnen die 


kleinsten Mengen von Zuckerlésungen, — in entsprechend enge 
Beobachtungsréhren gefiillt, — einwandsfrei auf ihre Drehung 


geprift werden. 

Um eine recht genaue Einstellung zu erméglichen, ist der 
Polarisator mit einem Lippichschen Halbprisma und einem 
Glanschen Nicol, anstatt wie bisher mit einem sogenannten 
Halbschattenprisma, ausgestattet. Ferner ist am Analysator die 
direkte Ablesung durch eine feinere Teilung und gréBere Lupe 
auf 0,05°/, gebracht worden, waihrend friiher nur 0,1 Ab- 
lesung mdéglich war. Der MeBbereich geht von — 8 bis -+- 10°, 
Traubenzucker. 

Da der Apparat Makro- und Mikrobestimmungen zulaBi, 
so kann man durch Einfiillung ein- und derselben Zuckerlésung 
in gewohnliche und kapillare Beobachtungsréhren leicht Kon- 
trollbestimmungen zur Einiibung vornehmen; man hat nur ndtig, 
mit Hilfe des Schiebers die geeignete Blende einzuschalten. 

Die Handhabung des Apparates ist so einfach wie bei den 
gewOhnlichen Harnpolarimetern. 

Mit 0,1 bis 0,2 ccm Urin vermag man hier praktisch 
absolut exakte Zuckerbestimmungen auszufiihren, und es bedarf 
kaum der Erwaihnung, daB auch Aminosiuren, aliphatische 
Oxyséuren und dergl. mit dieser Apparatur optisch gepriift 
werden koénnen. Die Einstellung erfolgt, wie erwahnt, scharf 
auf 0,05°/, Traubenzucker; bei einiger Ubung ist jedoch eine 
Schatzung auf 0,025°/, leicht zu erreichen. Das ist eine Ge- 
nauigkeit, die fiir weitaus die meisten Zwecke ausreicht. 

Der Preis’) des sehr handlichen Apparates ist ein maBiger, 
so daB auch ohne Anschaffung eines teuren Kreisgradapparates 
die Ausfiihrung von Mikropolarisationen méglich ist. 





1) Preis des Apparates ohne Réhren und Lampe M. 395.—. 
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Phytochemische Reduktionen. VIII. 
Die Uberfiihrung des Formaldehyds in Methylalkohol. 
Von 
Carl Neuberg und Ernst Welde. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


In einer Serie von Arbeiten konnten wir zeigen, daB eine 
Umwandlung aliphatischer und aromatischer Aldehyde durch 
Hefen in die entsprechenden Alkohole mdglich ist. 

Die Reaktion ist in der aliphatischen Reihe bis zum Hep- 
tylalkohol durchgefiihrt worden und konnte auch bei den 


aromatischen Aldehyden mit und ohne Seitenkette sowie bei 
ungesattigten Aldehyden verwirklicht werden. 

Es scheint uns nun wichtig, auch das Anfangsglied der 
Reihe, den Formaldehyd, CH,O, nach dieser Richtung hin 
zu prifen. Denn vielfach verhalten sich die einfachsten Ver- 
treter einer Gruppe chemisch wie physiologisch abweichend, 
und andererseits bietet die phytochemische Reduktion gerade 
des Formaldehyds ein besonderes Interesse wegen der vielfach 
angenommenen Bedeutung dieser Substanz fiir die synthetischen 
Prozesse in der Pflanze. 

Wie wir schon friiher') kurz erwaihnt haben, gelingt die 
Reduktion des Formaldehyds zu Methylalkohol mit Hilfe von 
garender Hefe. Allein diese Umwandlung vollzieht sich keines- 
wegs so glatt wie die Hydrierung der anderen Aldehyde. Der © 
Grund hierfiir ist gewiB in erster Linie in der besonderen 
Giftigkeit des Formaldehyds zu suchen. Hinzu kommen ex- 
perimentelle Hindernisse, die sich fiir die Durchfiihrung der 


1) C. Neuberg und H. Steenbock, diese Zeitschr. 52, 498, 1913. 
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Versuche aus dieser Toxizitat ergeben, sowie die Schwierigkeiten, 
die sich bei der genauen Bestimmung von wenig Methylalkohol 
neben wenig Athylalkohol geltend machen. 

Immerhin ist uns der sichere Nachweis der Methyl- 
alkoholbildung gegliickt, indem wir etwa 15°), des Form- 
aldehyds durch den Giarungsvorgang in Methylalkohol iiber- 
fiihren konnten. 

Wenn wirklich der Formaldehyd das erste Produkt der 
Assimilation darstellt, so darf man auch annehmen, dai 
auBer der Verwertung durch Kondensation, die zu Zuckerarten 
fiihrt, die Umwandlung in Methylalkohol von der Pflanze aus- 
gefiihrt werden kann. Auf diese einfache Weise kann die 
Methylgruppe geschaffen werden, die fiir die zahlreichen phy- 
siologischen Alkylierungen notwendig erscheint. 


Experimenteller Teil. 


Da der kaufliche wiasserige Formaldehyd stets mehr oder 
minder groBe Mengen Methylalkohol enthalt*), stellten wir uns 
zu unseren Versuchen zunachst methylalkoholfreie Formaldehyd- 
lésungen in folgender Weise dar: 

140g (= 1 Mol) reinstes Hexamethylentetramin (Urotropin 
 Schering“)*) wurden in 31 Wasser gelést und die berechnete 
Menge (200 g) Schwefelsaure (spez. Gew. 1,84) unter Kiihlung hin- 
zugegeben ; durch Einleiten von Dampf wurde dann etwa 1 | Fliissig- 
keit abdestilliert, die stark nach Formaldehyd roch, infolge mitge- 
rissener kleiner Mengen Ameisenséure jedoch schwach sauer 
reagierte. Zur Reinigung wurde die Lésung mit etwas iiber- 
schiissigem Calciumcarbonat geschiittelt und von diesem durch 
erneutes Dampfeinleiten abdestilliert. Wir erhielten so ca. 1 | 
vollig neutraler, wasserklarer Losung, deren Formaldehydgehalt 
zu 4,0°/, bestimmt wurde’). 

Wir iibergehen zahlreiche Vorproben und beschreiben die 
erfolgreichste Versuchsanordnung. 


1) Duyk, Ch. C., 1901, II, 1370. 

*) 2kg Urotropin waren uns von der Chem. Fabrik auf Aktien 
(vorm. E. Schering) liebenswiirdigerweise geschenkt worden. 

’) Die Ausbeute betrug nur 22,2°/, der Theorie; im schwefelsauren 
Riickstand verblieb noch betrichtlich Formaldehyd, der bei weiterem 
Abdestillieren aber starker mit Ameisensiure verunreinigt war 
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Versuch mit lebender Hefe. 

Eine Lésung von 500 g Rohrzucker in 51 Leitungswasser 
wurde mit 500g obergiriger Hefe (Rasse XII) in einer 10 1- 
Flasche in lebhafte Garung versetzt. Zu diesem Gemische lieBen 
wir dann durch einen Tropftrichter langsam unter Umschiitteln 
500 ccm obiger Formaldehydlésung (entsprechend also 20g HCHO) 
hinzuflieBen. Die Kohlensiureentwicklung in der Garflissigkeit 
wurde zwar verlangsamt, blieb aber auch nach Zugabe der 
ganzen Formaldehydmenge schwach im Gange. Nach 3 tagigem 
Stehen im Brutschrank war die Girung vdollig erloschen, doch 
konnte — wie zu erwarten war — mittels Fehlingscher Losung 
noch unveranderter Zucker nachgewiesen werden. Es wurden 
deshalb 150 g Hefe und 500 ccm Wasser von neuem zugesetzt, 
worauf eine deutliche Kohlensiureentwicklung wieder eintrat. 
Als nach weiteren 3 Tagen der Zucker noch nicht ganzlich um- 
gesetzt war, wurden nochmals 150 g Hefe und 500 g Wasser 
zugegeben und der Ansatz weitere 3 Tage im Brutschrank be- 
lassen. Am 10. Tage wurde, obwohl immer noch unvergorener 
Zucker nachgewiesen werden konnte, die Flissigkeit aus einem 
groBen kupfernen GeféB der Dampfdestillation unterworfen und 
unter sorgfaltiger Kiihlung 21 Destillat aufgefangen. Die klare, 
nur ganz schwach nach Formaldehyd riechende Fliissigkeit 
wurde durch nochmalige Dampfdestillation auf 11 Destillat 
gebracht, das mit ammoniakalischer Silberlésung wie auch mit 
fuchsinschwefliger Saure noch deutliche Aldehydreaktion zeigte. 
Zur Entfernung dieser unveranderten Formaldehydreste wurde die 
gesamte Lésung mit frisch gefalltem Silberoxyd (dargestellt durch 
Fallung von 85 g Silbernitrat in waBriger Losung mit einer unzu- 
reichenden Menge Natronlauge) 2 Stunden an einem langen Energie- 
RiickfluBkiihler gekocht. Als nach dieser Zeit eine Probe keine 
Spur einer Aldehydreaktion mehr zeigte, wurde unter Einleiten 
von Dampf etwa 11 Fliissigkeit abdestilliert und diese durch 
erneute Destillation auf 500 ccm konzentriert. Das Uber- 
gegangene wies, wie wir uns nochmals iiberzeugten, keine Spur 
einer Aldehydreaktion auf und zeigte am Alkoholometer ein 
spezifisches Gewicht, wie es 30°/, igem Athylalkohol entspricht; 
in 500 ccm Destillat waren also etwa 150 ccm durch Rohr- 
zuckervergarung entstandener Athylalkohol vorhanden. 
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Da eine physikalische oder chemische Trennung von Holz- 
geist und Athylalkohol schwierig und unsicher ist, so erschien 
es uns am zweckmaBigsten, die beiden Alkohole durch Oxy- 
dation in die entsprechenden Aldehyde iiberzufihren, die ja nach 
einigen Methoden nebeneinander nachgewiesen werden kénnen. 

Zu diesem Zwecke wurden 50,0 ccm des waBrig-alkoholischen 
Destillates mit 300 ccm 10°/,iger Kaliumbichromatlésung ver- 
setzt, 100 com 20°/, ige Schwefelsiure hinzugefiigt und das Ge- 
misch nach einstiindigem Stehenlassen der Destillation unter 
Eiskiihlung unterworfen.') Die ersten 50,0 ccm der iiber- 
gegangenen Fliissigkeit, die die Hauptmenge des Acetaldehyds 
enthalten, wurden verworfen. Mit Proben aus den danach iiber- 
gehenden wiaBrigen Fraktionen wurden die Grosse-Bohlesche’), 
die Robinesche*) und Schryversche‘) Probe auf Formaldehyd 
angestellt und beide stark positiv befunden. 

Qualitativ war damit also Methylalkohol in dem De- 
stillat aus dem Formaldehydansatz zweifelsfrei nach- 
gewiesen. Weiter gelang es, durch Vergleiche mit entsprechenden 
Testlésungen die Trillatsche und Grosse-Bohlesche Form- 
aldehydprobe so zu kombinieren und anzuwenden, daB auch iiber 
die Menge des entstandenen Methylalkohols einigermaBen sichere 
Schliisse méglich sind, wie wir spater zeigen werden. 


2. 
Versuch mit abgetéteter Hefe. 

500 g Rohrzucker wurden in 2300 ccm Wasser geldést 
und zur Inversion mit 100 ccm ®/,,-Salzsiure vergetzt, zum 
Kochen erhitzt und dann mit 100 cm ®/,,-Natronlauge wieder 
neutralisiert. Gleichzeitig wurden 500 g Hefe XII mit 2500 ccm 
Wasser 1 Stunde lang auf 100° erhitzt. Beide Fiiissigkeiten 
wurden noch hei in einer 101-Flasche zusammengegeben und 
nach dem Abkiihlen 500 ccm der erwahnten reinen 4°/,igen 
Formaldehydlésung hinzugefiigt. Nach 6tagigem Stehenlassen im 
Brutschrank wurde die Hefeaufschwemmung in genau der glei- 


1) A. Trillat, C. r. 127, 232, 1898. 

*) H. Grosse-Bohle nach der Beschreib. von H. Fincke, diese 
Zeitschr. 51, 260, 1913. 

5) R. Robine, Ch. C. 1901, I, 1117 u. 1390. 

4) S. B. Schryver, Ch. C. 1910, I, 1366. 
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chen Weise durch Destillation auf 1 Liter gebracht, wie bei 
Versuch 1 beschrieben. Diese wisserige Fliissigkeit roch auBerst 
stark nach Formaldehyd und verbrauchte beim Kochen unter Riick- 
fluB fast 160 g Silberoxyd bis zum Verschwinden der Aldehyd- 
reaktionen. Es wurde dann 1 1 Fliissigkeit abdestilliert und 
nach Zugabe von etwas CaCO, wie beim Versuch 1 auf 500 ccm 
gebracht. Das spezifische Gewicht war nahezu das des Wassers, 
da kein Alkohol durch Garung entstanden war. 50,0 ccm der 
Lésung wurden wie vorhin beschrieben mit Kaliumbichromat 
und Schwefelsiure behandelt, aber die mit verschiedenen Anteilen 
des Destillates angestellte Formaldehydprobe nach Grosse- 
Bohle blieb negativ. 

Daraus folgt, daB die Reduktion des Formaldehyds zu 
Methylalkohol an die lebende Hefezelle gekniipft ist. 


3. 
Versuche zu einer quantitativen Ermittelung des ge- 
bildeten Methylalkohols. 

Um einigermaBen Anhaltspunkte fiir eine Berechnung zu 
gewinnen, wieviel vom zugesetzten Formaldehyd unter dem 
Einflu8 der garenden Hefe zu Methylalkohol reduziert worden 
war, haben wir die nach Trillat und Grosse-Bohle kombinierte 
Probe auf Formaldehyd in folgender Weise zu einem colori- 
metrischen Vergleich der Versuchs- und Testlésungen heran- 
gezogen: 

Lésung A: 500 cem Destillat des erneut ausgefiihrten 
Versuchs 1, etwa 30°/, Alkohol enthaltend, véllig frei von 
Formaldehyd. 

Lésung B: Die 500 ccm Enddestillat des wiederholten 
Versuchs 2 wurden durch anreichernde Destillation konzentriert 
und mit so viel Sprit versetzt, daB 150 ccm einer gleichfalls 
rund 30°/,igen Alkohollésung resultierten. 

Testlésung C: 100 com Wasser +- 50 ccm Athylalkohol 
+- 1,25 ccm Methylalkohol. 

Testlésung D: 100 com Wasser, 50 ccm Athylalkohol 
-+- 0,5 cem Methylalkohol. 

Testlésung E: 100 ccm Wasser -++ 50 ccm Athylalkohol. 

Je 50 ccm der Losungen A bis E wurden nun in genau 
der gleichen Weise mit je 300 ccm einer 10°/,igen Kalium- 
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bichromatlésung und 100 ccm 20°/,iger Schwefelsiure versetzt, 
1 Stunde stehen gelassen und dann in einem 1 1-Kolben mit 
absteigendem Schlangenkiihler zum Sieden erhitzt. Das Destillat 
wurde in MeB8zylindern aufgefangen, die nach je 50 ccm ge- 
wechselt wurden. Im ganzen wurden von jeder Lésung 5 mal 
50 cem Destillat gesammelt. 

Von jeden 50 ccm Destillat wurden 2mal je 10 ccm in an- 
genahert gleich weiten Reagensglisern angesetzt: 

Serie I: 10 cem Destillat +- 2 com 12°/,iger Salzsaure 
-+-1ccm Fuchsinschwefligséurelésung. 

Serie II: 10 ccm Destillat + 2 ccm 24°/,iger Salzséure 
-+-1ccm Fuchsinschwefligsiurelésung. 

Die Ergebnisse waren folgende: 





























Lésung A: 
Destillat a ; 1 Sf a % ti: 4 5 
Serie I . .] rein blau violett | stark violett| violett schwach 
blaulich vee 
Serie II. . violett | stark violett | violett — 
griin 
Lésung B: 
: : ganz schwach 7 
Serie I . .| rein blau | farblos violett farblos 
Serie II .. blaulich farblos farblos farblos ae 
griin 
Testlésung C: 

Serie I . .] rein blau violett | stark violett| violett ee “ 
Serie II . . he po violett | stark violett; violett farblos 
Testlésung D: 

Serie I . .] rein blau | farblos | violett farblos — 
Serie IT . . oe farblos farblos farblos — 
Testlésung E: 
Serie I .. — | farblos | farblos farblos -- 
aus 
oa | | 
Serie II . . hellgriin | farblos | farblos | farblos — 
lich blau | | 








Ohne diesen Tabellen den Wert eines quantitativen Verfahrens 
beimessen zu wollen, kénnen wir doch sagen, daB einmal in der 
Lésung A (Versuch mit lebender Hefe) soviel Methylalkohol ent- 
halten ist, wie in der Testloésung C, die in 50 ccm 0,417 ccm 
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Methylalkohol enthalt, daB also in den 500 ccm der Lésung A 
mindestens 4,1 com== 3,3 g Methylalkohol vorhanden sein miissen. 
Zweitens kénnen wir von der Lésung B (Versuch mit abgetéteter 
Hefe) behaupten, da8 in ihr eher weniger Methylalkohol vor- 
handen gewesen ist, als in der Testlésung D, d.h. weniger als 
0,5 ccm oder = 0,4 g in den gesamten 150 ccm der Lésung B. 
Zum Schlusse sei noch bemerkt, da8 sich angeblich ') 
Methylalkohol auch unter den natiirlichen Garungsprodukten 
gelegentlich findet. Es mu8 dahingestellt bleiben, ob ein solches 
Vorkommen auf eine Umwandlung zuniachst auftretenden Form- 
aldehyds durch die Hefen zuriickgefiihrt werden kann. 


1) J. Wolff, Ch. C. 1901, I, 261; Th. v. Fellenberg, Ch. C. 13, II, 310. 











Phytochemische Reduktionen. LX. 
Die Umwandlung von Thiosulfat in Schwefelwasserstoff 
und Sulfit durch Hefen. 
Von 
Carl Neuberg und Ernst Welde. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


Seit langem ist bekannt, daB Schwefel von Hefe zu Schwefel- 
wasserstoff reduziert werden kann, und die genauen Bedingungen 
fiir diese Reduktion sind durch die Arbeiten verschiedener For- 
scher festgelegt worden. Merkwiirdigerweise liegen nur spir- 
liche Angaben tiber das Verhalten von Hefen zu Thio- 
sulfat vor, obgleich doch gerade das Schicksal des in dieser 
Verbindung eigentiimlich gebundenen Schwefelatoms Interesse 
erwecken muB. M. W. Beijerinck?’) scheint der erste gewesen 
zu sein, der eine Einwirkung von Hefe auf Thiosulfat bemerkt 
hat. Th. Bokorny*) beobachtete bei der Kultivierung von 
Hefe auf natriumthiosulfathaltigem Nahrboden eine geringe, 
durch den Geruch eben nachweisbare Menge von Schwefel- 
wasserstoff, war jedoch geneigt, diese auf die Wirkung bei- 
gemischter Bakterien zu beziehen. Eine ausfihrliche Unter- 
suchung iiber diesen Gegenstand stammt von A. Kossowicz 
und W. Loew’), die folgendes festgestellt haben. 

Ziichtet man verschiedene Saccharomycesarten auf geeig- 
neten zuckerhaltigen Nahrlésungen, so findet man nach drei 
bis vier Wochen eine Assimilation zugesetzten Thiosulfats und 
eine titrimetrisch meBbare Abnahme dieses Salzes. Mit der 
Zunahme des Hefewachstums erfolgt gleichzeitig eine geringe 


1) M. W. Beijerinck, Centralbl. f. Bakt. HI. Abt., 6, 205, 1900 

*) Th. Bokorny, ebenda 35, 141, 1912. 

8) A. Kossowicz und W. Loew, Zeitschr. f. Garungsphysiol. », 
87, 1913. 
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Entwicklung von Schwefelwasserstoff, die nach einigen Tagen, 
in anderen Fallen nach Wochen, nachweisbar war. Die ver- 
schwundenen Mengen Thiosulfat waren nach dem Ausfall der 
Titration auch in den Fallen nicht groB, wo H,S-Entwicklung 
deutlich war. Da®B auch HefepreBsaft aus Natriumthiosulfat 
Schwefelwasserstoff entbindet, geht aus einer Angabe von 
M. Hahn’) hervor. 

Allem Anschein nach sind die friiheren Versuche teils 
nur qualitativ, teils mit wachsender, aber mit nicht girender 
Hefe*) bzw. mit nicht arbeitendem HefepreBsaft an- 
gestellt worden. In unseren Versuchen iiber die Reduktions- 
wirkung der Hefen auf organische Substanzen (Aldehyde, Nitro-, 
Nitrosokérper usw.) haben wir nun festgestellt, daB die Reduk- 
tionswirkung der lebenden Hefe besonders in garenden Zucker- 
lésungen zum Ausdruck kommt; wir haben deshalb einige 
quantitative Versuche dariiber fiir n6étig erachtet, wie 
sich die Einwirkung arbeitender Hefen auf unter- 
schwefligsaures Salz gestaltet. 

Wie vorauszusehen war, ist der EinfluB bei gleich- 
zeitiger Zuckervergarung wesentlich starker und hat die Ent- 
wicklung eines nach einigen Minuten einsetzenden lebhaften 
Stromes von Schwefelwasserstoff zur Folge. Leitet man die 
Gargase durch ein System von Waschflaschen mit geeigneten 
Waschflissigkeiten (wie Kupfersulfat, Silbernitrat oder Cadmium- 
sulfat), die Schwefelwasserstoff, aber keine Kohlensaure binden, 
so kann man leicht die entwickelte Menge H,S bestimmen. 
Wir konnten bei den im experimentellen Teil zu beschreibenden 
Anordnungen 15 bis 16°/, der theoretisch méglichen Menge 
Schwefelwasserstoff im Verlauf von 2 bis 4 Tagen in gas- 
formigem Zustande erhalten’). 

Diese Berechnung ist unter der Annahme erfolgt, daB der 
Schwefelwasserstoff aus dem angewendeten Natriumthiosulfat tat- 
sichlich durch einen Reduktionsvorgang im Sinne der Gleichung: 


Na,S,0, +- H, = H,S+ Na,SO, 


1) Buchner-Hahn, Zymasegirung, S. 341, 1903. 

*) Kossowicz und Loew (1. c.) geben ausdriicklich an, daB keine 
sichtbare CO,-Entwicklung stattfindet. 

3) Es diirfte méglich sein, durch erneuten Zusatz von Hefe und 
Zucker zu den ausgegorenen Thiosulfatansitzen die Ausbeute zu steigern. 
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hervorgegangen ist, und nicht auf Kosten einer einfachen Spal- 
tung im Sinne der Formulierung: 


Na,S,0, ++ H,O = Na,SO, + H,S. 


Letztere hatte keinerlei Interesse geboten, wihrend die erst 
genannte Bildungsweise den Vorgang in volle Analogie zu den 
iibrigen phytochemischen Reduktionen setzt. 

DaB in der Tat die erste der genannten beiden Méglich- 
keiten, eine wirkliche Reduktion, vorliegt, geht aus dem 
Umstand hervor, daB wir im Gargut Natriumsulfit, Na,SO,, 
ganz scharf nachweisen konnten, wihrend Sulfat wie in den 
Ziichtungsversuchen von Kossowicz und Loew fehlte. 

SchlieBlich wurde noch durch analytische Kontrollen sicher- 
gestelit, daB in der durch die Garungsgase in den Vorlagen 
erzeugten Fallung wirklich reines Schwefelsilber vorlag. 

Freilich entwickelt sich Schwefelwasserstoff auch in solchen 
Ansitzen, die ohne Zugabe von Zucker angestellt wurden. 
Die Menge des hierbei freiwerdenden Schwefelwasserstoffs ist 
jedoch erheblich geringer. Der Reaktionsverlauf ist der gleiche 
Die Mengen des entwickelten H,S schwanken nicht unerheblich, 
was man mit der wechselnden Starke der Selbstgirung bei den 
angewandten Hefen ungezwungen in Verbindung bringen darf. 
In den Ansitzen, wo Hefe ohne Zucker mit Thiosulfat digeriert 
wird, bleibt auch bei mehrtigigem Verweilen im Brutschrank 
die Schwefelwasserstoffbildung so gering, daB es in den vor- 
gelegten Absorptionsfliissigkeiten héchstens zu einer Triibung, 
aber zu keiner Ausfaillung von Schwefelmetall kommt. Diese 
tritt erst ein, wenn man einen Kohlensiurestrom, der den 
Schwefelwasserstoff mit sich reiBt, durch die Apparatur hin- 
durchschickt. 

Der letztgenannte Umstand machte Kontrollen dariiber 
notwendig, ob die Kohlensiure trotz ihres schwachen Saure- 
charakters ev. in Gegenwart von Alkohol aus einer Thiosulfat- 
lésung Schwefelwasserstoff zu entbinden imstande sei. Die Ver- 
suche zeigten, da keine wahrnehmbare Menge H,S selbst bei 
langem Durchleiten von CO, durch eine Natriumthiosulfatlésung 
frei wird. 

DaB diese ganzen Vorgiinge mit Lebensvorgangen der 


Hefe zusammenhangen, ging schlieBlich daraus hervor, dab 
Biochemische Zeitachrift Band 67. g 
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durch Kochen abgetétete Hefe keine merkliche Einwirkung auf 
Thiosulfat ausiibt. 

Ubrigens ist dfter schon rein duSerlich ein Unterschied im 
Aussehen zwischen den Ansatzen mit giarender Hefe') und den 
zuckerfreien Ansaétzen wahrzunehmen. Die erstgenannten be- 
halten ihr gew6hnliches Aussehen, wihrend die abgetétete oder 
zuckerfrei digerierte Hefe eine schiefergraue Firbung annimmt”), 
die wohl auf die Bildung von Schwefeleisen zuriickzufiihren ist. 

Aus allem geht hervor, daB arbeitende Hefen — 
benutzt wurden eine obergirige und eine untergirige Rasse — 
eine kraftige Reduktion hinzugesetzten Thiosulfats 
zu Schwefelwasserstoff und Bildung von Sulfit be- 
wirken. 

Experimenteller Teil. 
Versuch 1. 

Zu einer Suspension von 250 g Hefe XII in der Lésung 
von 250 g Rohrzucker in 2300 com Wasser wurde nach dem 
Einsetzen der Girung eine Loésung von 24,8 g Natriumthio- 
sulfat (Na,S,O,-+-5H,O) in 200 com Wasser gegeben. Das 
GargefiB befand sich hier wie in allen folgenden Versuchen 
gemaiB der mehrfach von uns beschriebenen Versuchsanordnung 
im Brutschrank und war durch ein Gasentbindungsrohr mit 
drei Borkschen Gaswaschflaschen verbunden, die je mit 100 ccm 
5°/,iger Silbernitratlésung gefillt waren. Durch den doppelt 
durchbohrten Gummistopfen des im Brutschrank befindlichen 
GiargefaBes fiihrte ein zweites Glasrohr bis auf den Boden der 
Flasche; dasselbe war zunachst durch einen Gummischlauch 
mit Quetschhahn abgeschlossen. Etwa 10 Minuten nach dem 
Zusatz des Thiosulfats trat in der ersten Vorlage eine gelbe 
Farbung auf und rasch erfolgte eine Abscheidung von Flocken 
schwarzen Schwefelsilbers. Nach 3 Tagen wurde 6 Stunden lang 
reine Kohlensiure nach Offnung des Quetschhahnes durch das 
bis zum Boden reichende Rohr in langsamem Strome durch 
das System geleitet. 

Das fast vollig in der ersten und zum geringen Teile in 


1) Wir verdanken auch dieses Mal die Hefen dem Institut fiir 


Girungsgewerbe in Berlin. 
*) Dieses Verhalten tritt namentlich bei der obergirigen Hefe XII 


deutlich zutage. 
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der zweiten Gaswaschflasche abgeschiedene Schwefelsilber wurde 
abfiltriert, mit Wasser und dann mit Alkohol ausgewaschen 
und nach dem Trocknen gewogen. Erhalten wurden 3,66 g 
Ag,S gleich rund 15°/, der Theorie. 

In dem vom Hefesatz abfiltrierten Gargute war unver- 
ainderies Thiosulfat durch die Salzsiure-, die Eisenchlorid- und 
die Silbernitratprobe nachweisbar. In einer véllig klar filtrierten 
Probe erzeugte Bariumchlorid nur den Hauch einer Fillung, 
die bei mehrstiindigem Stehen zunahm und in verdiinnter 
Salzsiure nahezu vollig léslich war, demnach héchstens zu einem 
geringen Teil aus Bariumsulfat bestand. 

Dagegen war in der filtrierten Lésung des Giargutes ohne 
weiteres die Gegenwart von Sulfit nachweisbar. Schon 
2 ccm der Loésung ergaben mit etwas Nitroprussidnatrium- 
lésung und mit Zinksulfat eine sehr deutliche Rosafiirbung 
und auf Zusatz von gelbem Blutlaugensalz einen roten Nieder- 
schlag. 

In solchen Garungsfliissigkeiten gelingt nach unseren Er- 
fahrungen der Nachweis der schwefligen Saure am besten, wenn 
man nach Zugabe der Nitroprussidnatriumlésung Zinksulfat in 
Substanz eintragt, und falls schwach saure Reaktion durch die 
bei der Garung entwickelten Siuren besteht, nunmehr mit 
Natriumbicarbonat abstumpft. Bei voraufgegangener Neutrali- 
sation mit doppeltkohlensaurem Natrium fiel die Probe mehr- 
fach weniger schén aus, vielleicht infolge Carbaminatbildung 
mit stickstoffhaltigen Bestandteilen der Lésung. 


Versuch 2. 

25 g Hefe XII wurde mit einer Loésung von 25 g Rohr- 
zucker in 230 ccm Wasser iibergossen und alsbald mit einer 
Lésung von 2,5 g Natriumthiosulfat in 20 ccm Wasser versetzt. 
AuBerhalb des Brutschrankes waren in den AbsorptionsgefaBen 
4g Silbernitrat in 80 ccm Wasser vorgelegt. Nach 3 tigiger 
Digestion und 12stiindiger Durchleitung von Kohlensiuregas 
wurden 0,39 g ausgefilltes Ag,S zur Erwigung gebracht. Das 
sind etwa 16°/, der Theorie. 


Versuch 3. 
250 g Hefe XII wurden mit 2500 ccm Wasser durch- 


geschiittelt und mit 250 g¢ Rohrzucker versetzt. Sobalid der- 
J 
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selbe in Losung gegangen war, wurden 24,8 g krystallisiertes 
unterschwefligsaures Natrium hinzugesetzt. Die drei Vorlagen 
wurden hier mit je 100 ccm 4°/,iger Silbernitratlésung be- 
schickt. Nach 10 Minuten begann in der ersten Vorlage die 
Triibung und nach 20 Minuten die erste Abscheidung von 
Schwefelsilber. Nach 4tagigem Stehen und viertelstiindigem 
Durchleiten von Kohlendioxyd waren 3,45 g Silbersulfid ab- 
geschieden, entsprechend 14°/, der theoretisch méglichen Menge. 
Im klar filtrierten Gargut war reichlich Natriumsulfit nach- 
weisbar. 
Versuch 4. 

Die Suspension von 250 g Hefe XII in 2500 ccm Wasser 
wurde mit 24,8 g Natriumthiosulfat versetzt und im iibrigen 
genau wie das Girungsgemisch des Versuches 3 behandelt. Der 
Versuch wurde gleichzeitig und im selben Brutschrank an- 
gestellt. Zum Schlusse war in den Vorlagen kein Silbersulfid 
ausgefailen; es trat erst auf, als Kohlensiure 90 Minuten 
lang durch das System hindurchgeleitet wurde. Die abge- 
schiedene Menge Silbersulfid belief sich auf 0,72 g = rund 3°/, 
der Theorie. 


Im klaren Filtrat des tiefgrauen Girungsriickstandes war 
reichlich unverindertes Thiosulfat nachweisbar, wihrend die 
Sulfitreaktion nur schwach ausfiel. In diesem ohne Zucker 
durchgefiihrten Versuche bleibt deutlich die Menge des entwickel- 
ten Schwefelwasserstoffs sowie die der entstandenen schwefligen 
Saure zuriick. 


Versuch 5. 

250 g Hefe XII wurden mit 1250 ccm Wasser im sieden- 
den Dampfbad eine Stunde lang gekocht. Ferner wurden 250 g 
Rohrzucker in 1150 ccm Wasser mit 50 ccm n-Schwefelsiure 
auf dem Wasserbade invertiert und mit 50 ccm n-Natronlauge 
sodann neutralisiert. Nach dem Erkalten wurden die Zucker- 
und Hefeabkochungen gemischt und mit 24,8 g Thiosulfat so- 
wie mit etwas Toluol versetzt. Vorgelegt wurden 100 ccm 
5°/,ige Silbernitratlésung, die sich von selbst nicht im gering- 
sten triibten. Nach 3 Tagen wurde 6 Stunden lang Kohlen- 
dioxyd hindurchgeleitet, wodurch eine Triibung in der Vor- 
lage und schlieBlich Ausfallung von 0,001 g Ag,S hervorgerufen 
wurde. 
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Versuch 6. 

100 g Hefe K*) wurde mit einer Lésung von 100 g Rohr- 
zucker in 1000 com Wasser versetzt. Sobald lebhafte Garung 
eingetreten war, wurden 10,0 g fein gepulvertes Natriumthio- 
sulfat hinzugefiigt. In der ersten Vorlage trat nach 5 Minuten 
eine schnell sich vermehrende Ausscheidung von Schwefelsilber 
ein. Nach 24stiindiger Versuchsdauer, wo aller Zucker ver- 
goren war, wurde 20 Minuten lang Kohlendioxyd hindurch- 
geleitet und 0,50 g Silbersulfid, — 5°/, der Theorie, zur Waigung 
gebracht. 

Es wurden dann noch 100 g Hefe K, 1000 cem H,O und 
100 g Rohrzucker zu dem alten Giargut gefiigt. Schnell setzte 
neue Girung und in den ausgewechselten Vorlagen eine zweite 
Fallung von Ag,S ein. Nach 24 Stunden wurde 20 Minuten 
CO, hindurchgeleitet und noch 0,53 g Silbersulfid erhalten. Im 
ganzen waren also 10°/, der méglichen Menge’) H,S abge- 
spalten. Im klar filtrierten Gargut war Natriumsulfit deutlich 
nachzuweisen. 

Versuch 7. 

200 g Hefe K wurde allein mit 2000 ccm Wasser und 
20 g Natriumthiosulfat gleichzeitig mit dem Ansatz des Ver- 
suchs 6 im Brutschrank digeriert. Es wurde sofort mit einer 
Einleitung von Kohlenséure begonnen, die 30 Minuten lang 
fortgesetzt wurde und baldige Triibung der ersten Vorlage zur 
Folge hatte. Nach 1 tiagigem Verweilen bei 37° wurde noch- 
mals eine Stunde lang Kohlendioxyd hindurchgeleitet. Zur Ab- 
scheidung gelangten nunmehr 0,11 g Silbersulfid. 

Eine erneute Zugabe von 100g Hefe K und 1000 ccm 
Wasser hatte bei entsprechender Verarbeitung nach 24 Stunden 
weitere Abscheidung von 0,20 g Ag,S zur Folge. Die Gesamt- 
ausbeute an H,S belief sich hier also auf 1,6°/, der Theorie. 
Sie blieb gering, obgleich bei der CO,-Durchleitung gleich zu 
Anfang schnell etwas Schwefelwasserstoff iiberging. 


‘) Die untergirige Hefe K vergor auBerst stiirmisch und erlaubte 
wegen des starken Schéiumens einen Ansatz mit nur 100 g Zucker usw., 
wahrend in der Kontrolle ohne Zucker die doppelten Mengen angewendet 
wurden. 

2) Im Vergleich mit Versuch 7 mu8B die Menge H,S verdoppelt 
werden, da bei der Anordnung des Versuchs 7 die doppelte Menge 
Natriumthiosulfat angesetzt worden ist. 
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Versuch 8 
ist eine genaue Wiederholung des Versuchs 5 unter Anwen- 
dung der untergirigen Hefe K. Das Ergebnis war eine Aus- 
scheidung von 0,003 g Ag,S. Auch hierbei handelt es sich 
demnach nur um Spuren H,S, welche die gekochte Hefe ent- 
wickeln kann. 

Versuch 9. 

Um sicher zu sein, daB die in den Vorlagen gebildete 
Fallung wirklich aus Schwefelsilber bestand, wurde in mehreren 
Fallen das abgeschiedene Silbersulfid nach H. Salkowski’) 
analysiert. 

a) 0,3110 g Substanz (Silberfallung des Versuchs 3) lieferten 
0,2704 g Ag. 

b) 0,3983 g Substanz (Silberfallung des Versuchs 4) lieferten 
0,3480 g Ag. 

Gef. a) 86,94°/, Ag; b) 87,41°/, Ag; Ag,S, ber. 87,09°/, Ag. 


Versuch 10. 

Die Lésung von 10 g Natriumthiosulfat in 1000 ccm Wasser 
wurde mit 100 ccm absolutem Alkohol versetzt. Bei 60stiin- 
diger Durchleitung eines Kohlensaiurestroms durch den bei 38° 
im Brutschrank aufbewahrten Kolbeninhalt trat keine Triibung 
des letzteren ein und im vorgelegten Silbernitrat schied sich 
kein Niederschlag ab. 

Demnach kann die Girungskohlensaéure keinen EinfluB auf 
die Schwefelwasserstoffbildung aus Thiosulfat unter den ge- 
wahlten Bedingungen haben. 


1) H. Salkowski, Ber. 26, 2497, 1893. 











A as 


SET ere TRILL 











Weiteres iiber die Fallung von Aminosiuren mit 
Mercuriacetat und Soda. 


Von 
C. Neuberg und Joh. Kerb. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm -Instituts fiir 
experimentelle Therapie zu Berlin-Dahlem.) 


Vielfach macht sich das Bediirfnis nach einem Fiallungs- 
mittel fiir Aminosiuren geltend, das diese Gruppe von Sub- 
stanzen aus ihren Lésungen in ahnlicher Weise zu fallen ver- 
mag wie etwa Bleiessig und Ammoniak die Zuckerarten. Ein 
solches Reagens haben wir’) vor einiger Zeit in der gemein- 
samen Einwirkung von Mercuriacetat und Soda auf die Amino- 
siuren gefunden. In waBriger Lésung, und noch vollstandiger 
auf Zugabe von Alkohol, werden die Aminosiuren durch das 
genannte Fiillungsmittel als schwer lésliche Quecksilberver- 
bindungen niedergeschlagen. Dieselben sind von den gewéhn- 
lichen, zum Teil recht leicht léslichen Quecksilbersalzen der 
Aminosiiuren ganz verschieden; sie miissen nach unseren friihe- 
ren Darlegungen als Quecksilberverbindungen von Carb- 
aminséuren aufgefaBt werden, die durch Addition von Soda 
an die eigentlichen Aminoséuren entstehen. Fir diese Auf- 
fassung war auch besonders das Verhalten des Glucosamins 
maBgebend, das gleichfalls eine entsprechende Quecksilberver- 
bindung bildet”). Durch Zerlegung mit Schwefelwasserstoff lie- 
fern diese Substanzen unter Abspaltung von Kohlensiéure die 
urspriinglichen Aminokorper zuriick. 

Dies Verfahren, das sich durch groBe Einfachheit aus- 
zeichnet, findet eine niitzliche Anwendung in den Fallen, wo 
es sich um eine Abscheidung von Aminoséuren aus Lésungen 


1) C. Neuberg und Joh. Kerb, 40, 498, 1912. 

2) Jiingst hat P. Karrer (Ber. 47, 2275, 1914) die Bildung von 
Carbaminsaurederivaten von m-Diaminen beschrieben, die ebenfaJls durch 
einfachen Zusatz von Soda bzw. Natriumbicarbonat entstehen. 
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handelt, die anorganische Salze oder Zuckerarten enthalten, im 
iibrigen aber von hoheren EiweiBspaltungsprodukten frei sind. 
So hat jiingst mit Hilfe dieser Methode Abderhalden?) die nor- 
malen, im Blute vorkommenden Aminosauren isolieren kénnen, 
wahrend ihn die iiblichen anderen Verfahren hierbei nicht zum 
Ziele fiihrten. 

Es schien uns nun wichtig, festzustellen, ob auch die den 
Aminosauren nahe stehenden einfachen Peptide und weiterhin 
Peptone iiberhaupt durch unser Reagens gefiillt werden. Das 
ist in der Tat der Fali. Leucyileucin, Glycyltryptophan, 
Glycyltyrosin, Seidenfibroinpepton sowie Wittesches 
Pepton werden nahezu vollstindig aus ihren Lésungen gefillt, 
so daB die Methode auch zur Abscheidung dieser Koérper An- 
wendung finden kann; die Riickgewinnung der genannten Aus- 
gangsmaterialien aus den Quecksilberverbindungen ist gleichfalls 
moglich. 


Experimentelles. 
a) 1,0 g lufttrockenes Leucylleucin wurde mit 60 ccm 
heiBem Wasser gelost und abwechselnd mit 10°/,iger Ngtrium- 
carbonatlésung und 25°/,iger Mercuriacetatlésung versetzt, bis 


der entstandene weiBe Niederschlag einen gelbroten Farbenton 
(von ausgefallenem HgO) annahm. Dann wurden 180 ccm 
Alkohol hinzugesetzt und die entstandene Fallung nach mehr- 
stiindigem Stehen in der Kialte abfiltriert und griindlich mit 
66°/, igem Alkohol nachgewaschen. Das gesamte Filtrat wurde 
mit Schwefelsiure schwach angeséiuert und auf dem Wasser- 
bade eingeengt. Im Riickstand wurde der vorhandene Stick- 
stoff nach Kjeldah] bestimmt. Es waren 0,0077g N zugegen. 

Der Quecksilberniederschlag wurde mit 400 ccm Wasser 
angerieben und mit Schwefelwasserstoff anfangs in der Kalte, 
dann in der Warme vollig zersetzt. Das Filtrat vom Queck- 
silbersulfid wurde im Vakuum eingeengt, wobei sich noch kleine 
Mengen Schwefelquecksilber und Schwefel abschieden. Die da- 
von abfiltrierte Fliissigkeit lieferte beim Einengen auf ein 
kleines Volumen 0,9 g lufttrockenes Leucylleucin zuriick. 

b) 1,0 g Glycylglycin wurde in analoger Weise mit 
Quecksilberacetat und Soda unter Zugabe von Alkohol behandelt. 
Aus der Quecksilberfallung wurden 0,88 g Glycylglycin in reiner 


1) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 478, 1913. 
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Form zuriickgewonnen, wahrend im Filtrat 0,0098 g N gelést 
geblieben waren. 

ce) 0,6 g Glycyltryptophan wurden in 60 ccm warmem 
Wasser gelést und mit Soda plus 25°/,iger Mercuriacetatlésung 
sowie schlieBlich mit 60 ccm Alkohol versetzt. Der Fallung 
entgingen nur 0,0037 g N. Aus dem Hg-Niederschlag konnten 
0,5 g reines Glycyltryptophan nach der Zerlegung mit Schwefel- 
wasserstoff zuriickgewonnen werden. 

d) 0,5 g Glycyl-l-tyrosin wurden durch Quecksilberacctat, 
Soda und Alkohol so vollstandig gefallt, daB nur 0,0050 g N in 
Lésung blieben und fast 0,5 g Glycyltyrosin regeneriert werden 
konnten. 

e) 1,0 g Seidenfibroinpepton mit einem Gehalt von 
16,08°/, N wurde aus waBriger Lésung mit Mercuriacetat und 
Soda ausgefallt und dann mit der Hialfte des Volumens an 
Alkohol versetzt. Im Filtrat verblieben 0,0077 g N = 4,8°), 
des vorhandenen Stickstoffs. Auch hier ist die Ausfillung, wie 
ersichtlich, recht vollstandig, und aus dem zersetzten Hg-Nieder- 
schlag wurde eine Peptonlésung zuriickgewonnen. 

f) 10g Pepton-Witte mit einem Gehalt von 14,96 g N 
wurde in der beschriebenen Weise mit dem Fallungsmittel be- 
handelt. Der Quecksilberniederschlag ergab nach Zersetzung 
mit H,S eine Peptonlésung. Ungefiallt blieben 0,0065 g N = 4,3°/, 
vom Stickstoff des Ausgangsmaterials. 

Die mitgeteilten Daten zeigen, da8 auch fiir die Molekiil- 
verbainde verschiedener Aminoséuren unser Quecksilberacetat- 
Soda-Reagens’) ein ausgezeichnetes Fallungsmittel darstellt. 


1) Die Wahl des essigsauren Quecksilbers diirfte im all- 
gemeinen aus den friiher auseinandergesetzten Griinden der Benutzung 
andrer Quecksilbersalze vorzuziehen sein. Da8 einzelne Aminosiuren 
durch verschiedene Quecksilbersalze niedergeschlagen werden, ist lingst 
bekannt. So fallen Tryptophan durch Mercurisulfat (Hopkins), Cystin 
und Histidin durch Sublimat (Baumann, Mauthner, Kossel, 
S. Frankel); setzt man bei der iiblichen Titration des Harnstofis mit 
schwach saurem Mercurinitrat einzelne Aminosaéuren hinzu, so kénnen 
diese nach E. Salkowski (Zeitschr. f. physiol. Chem. 4, 55) in verschie- 
denem Grade mitgerissen werden. Jedoch erst die gemeinsame An- 
wendung von Mercuriacetat plus Soda stellt ein allgemeines 
Fallungsmittel fiir Aminosiuren und ihre Verbiande dar. 











Das Verhalten der a-Ketosiuren zu Mikroorganismen. II. 
Die Faulnis von a-Ketobuttersaure. 
Von 
Carl Neuberg. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin-Dahlem.) 


In der I. Mitteilung itiber diesen Gegenstand’) konnten wir 
an den Beispielen der Brenztraubensiure und der Oxalessigsiure 
zeigen, daB diese Substanzen durch die Erreger der Faulnis in 
charakteristischer Weise umgewandelt werden. Unter Entwick- 
lung von Kohlensiure und Wasserstoff werden sie zu der zu- 
gehorigen Fettséure abgebaut; daneben entsteht stets auch 
Ameisensiure. Der Menge und dem Wesen nach bildet die 
Fettsiure das hauptsichliche Abbauprodukt. So vollzieht sich 
fiir die Brenztraubensiure die Umwandlung durch Fiulnis vor- 
nehmlich im Sinne folgender Formulierung: 


CH,.CO.COOH + H,0 = CH,.COOH + CO, + A,. 


Wie wir friiher erwihnt haben’), ist es durchaus még- 
lich, daB die desaminierende Faulnis der Aminosiéuren, ahnlich 
anderen Abbaureaktionen dieser Substanzen, iiber die Stufe der 
«-Ketosiuren fiihrt. Zur weiteren Priifung dieses Gedankens 
scheint es uns notwendig, noch andere «-Ketosiuren auf ihr 
Verhalten bei der Faulnis zu untersuchen. 

Wir wihlten als ein neues Beispiel*) die a«-Ketobutter- 
siure und kénnen beziiglich der experimentellen Einzelheiten 
wie der theoretischen Gesichtspunkte auf unsere friiheren An- 
gaben iiber die Faulnis der Brenztraubensiure’) verweisen. 





1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 90, 1914. 

*) Schon jetzt kénnen wir mitteilen, daB die Faulnis von Methyl- 
athylbrenztraubensiure d-Valeriansaure ergibt (vgl. diese Zeitschr. 
67, 32, 1914). 
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Auch bei der a-Ketobuttersiure, CH, .CH, .CO.COOH, findet 
der Abbau zur niachst niedrigen Fettsiure, zur Propionsaure, 
CH,.CH, .COOH, statt. Daneben entsteht ebenfalls etwas Ameisen- 
saure, und es entweicht neben Kohlendioxyd Wasserstoffgas. 

Die beiden Gase sowie die Ameisenséure entwickeln sich 
langsam und verhaltnismaiBig in geringer Menge, und auch die 
Ausbeute an Propionsiure ist keine iiberaus reichliche. Es 
dauert etwas mehr als 14 Tage, bis in der Faulmischung keine 
«-Ketobuttersiure mehr nachweisbar ist. Ein Teil der letzteren 
diirfte wohl in anderer Richtung umgewandelt werden. Das 
etwas abweichende Verhalten der a-Ketobuttersiiure kann man 
mit dem Umstande in Verbindung bringen, da8 die ihr ent- 
sprechende «-Amino-n-buttersiure keinen regelmaBigen Zellbau- 
stein bildet und die Ketoséure infolgedessen eine zellfremde 
Substanz sein diirfte. 

Immerhin gelang es uns, aus «-Ketobuttersdure etwa 20° 


0 


der theoretisch méglichen Menge Propionsiure zu gewinnen. 


Experimentelles. 


Bearbeitet von J. Jamakawa. 


Versuch 1. 

10 g «-Ketobuttersiure wurden mit 800 ccm Leitungs- 
wasser sowie mit Sodalésung bis zur gerade alkalischen Reaktion 
auf Lackmus versetzt. Hierzu wurden einige Krystalle von 
Ammoniumsulfat, Kaliumnitrat, Dikaliumphosphat, Kalium- 
chlorid, Calciumchlorid, Magnesiumsulfat sowie 1 Tropfen Eisen- 
chloridlésung hinzugegeben. Das Gemisch wurde auf 1 1 auf- 
gefiillt und mit 10 ccm Fauinismischung geimpft, die 24 Stun- 
den alt war. Beim Aufbewahren im Brutschranke war nur eine 
schwache Gasentwicklung bemerkbar, und unveranderte Keto- 
buttersiure war erst nach 18 Tagen nicht mehr erkennbar’). 
Alsdann wurde das Gemisch mit 25°/,iger Phosphorsiure bis 
zur stark sauren Reaktion auf Kongo versetzt und mit Wasser- 
dampf so lange destilliert, wie eine sauer reagierende Fliissigkeit 
iiberging. Die Menge des Destillats belief sich auf 12940 ccm, 


1) Mit m-Nitrophenylhydrazinacetat blieb dann jede Fallung bzw. 
Triibung einer klar filtrierten und essigsauer gemachten Probe des Fiul- 
nisgemisches aus (s. S. 126). 
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deren Aciditét nach Bestimmung an einem aliquoten Teil gleich 
49,05 ccm n-Natronlauge war. 

Die mit Sodalésung neutralisierte Hauptmenge wurde auf 
dem Wasserbade zur Krystallisation eingedampft und lieferte nach 
mehrfacher Extraktion mit siedendem 95°/,igem Alkohol 3,35 g 
trockene, in heiBem Weingeist lésliche Natriumsalze. (Der in 
Alkohol unlésliche Anteil der Natriumsalze ist nicht weiter 
untersucht worden; hauptsichlich lag Na,CO, vor.) 

Die konzentrierte waBrige Lésung der rohen Natriumsalze 
ergab mit Silbernitrat eine weiBe Fallung, die sich jedoch bald 
schwarzte und dadurch einen Gehalt an Ameisensdéure zu er- 
kennen gab. 

a) Ameisenséiurebestimmung’). 

0,5232 g Natriumsalz ergaben 0,0924 g HgCl = 0,0090 g 
Ameisensaure. 

f) Propionsiurebestimmung’). 

2,7262 g Natriumsalz lieferten nach Zerstérung des For- 
miats 3,4864 g Silbersalz = 1,425 g Propionsiure. 

Die Silberbestimmung ergab folgendes: 

0,1560 g Silbersalz lieferten 0,0926 g = 59,36°/, Ag. Fiir 
propionsauresSilber, CH, .CH, .COOAg, berechnet sich 59,65°/, Ag. 


Versuch 2. 

10,0 g «-Ketobuttersiure wurden in der zuvor erwahnten 
Weise mit Soda neutralisiert und nach Zugabe der Nihrsalze 
auf 1000 ccm aufgefiillt. Die Mischung wurde dann mit 2 g 
reinem Calciumcarbonat sowie mit 10 ccm Faulfliissigkeit ver- 
setzt und in den Brutschrank gebracht. Das GefaB wurde in 
der friiher*) von uns beschriebenen Weise mit einem Azotometer 
verbunden, das auBerhalb des Warmekastens stand. Alsdann 
wurde 20 Minuten lang Kohlensiure durch die ganze Appara- 
tur geleitet. 

Im Laufe von 16 Tagen sammelte sich im Eudiometer 
reichlich Gas; es wurde alsdann wiederum CO, durch das 
System geschickt. Von dem aufgefangenen Gas waren 94,7 com 
durch 33°/,ige Kalilauge nicht absorbierbar. Sie waren brenn- 
bar und verpufften nach Beimengung von Sauerstoff. 


1) Beziiglich der Methodik siehe diese Zeitschr. 67, 95, 1914. 
*) C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 97, 1914. 
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Das im GargefaiB zuriickgebliebene Faulnisgemisch wurde 
genau wie bei Versuch 1 mit Phosphorsdéure angesiuert, mit 
Dampf destilliert und weiter verarbeitet. Die Menge des durch 
10 malige Extraktion des rohen Natriumsalzes erhaltenen alkohol- 
léslichen Gemisches von Natriumsalzen betrug 4,05 g. 


a) Ameisensdurebestimmung. 

0,7050 g Natriumsalz ergaben 0,1062 g HgCl = 0,0103 g 
Ameisensaure. 

f) Propionséurebestimmung. 

3,250 g Natriumsalz lieferten nach Entfernung des For- 
miats 4,446 Silbersalz (gleich 1,814 g Propionsiure). Letzteres 
wies einen Ag-Gehalt von 60,38°/, Ag auf. 

Wie ersichtlich, ist der Silbergehalt ein wenig zu hoch 
befunden, ein Umstand, der auf eine Beimengung schlieBen 
lieB. Wir nahmen deshalb eine weitere Reinigung des Silber- 
salzes in folgender Weise vor: 

Wir lésten die gesamte Menge in heiBem Ammoniak, wo- 
bei ein wenig einer dunkeln Masse ungelést blieb. Die 
ammoniakalische Lésung wurde alsdann stark phosphorsauer 
gemacht und abermals mit Wasserdampf destilliert. Das Uber- 
gegangene wurde mit Soda neutralisiert und zur Trockene ver- 
dampft. Der Riickstand wurde mit Alkohol mehrfach extra- 
hiert und das Gemisch der Alkoholausziige verdampft. Die 
filtrierte Lésung des Riickstandes reagierte schwach alkalisch 
und wurde mit Salpetersiiure genau neutralisiert. Auf Zusatz 
von 50°/,igem Silbernitrat schied sich nunmehr ein Silbersalz 
ab, das nach dem Auswaschen gut fiir Silberpropionat stimmende 
Werte ergab. 

0,1083 g Substanz lieferten 0,0647 g Ag. 
CH,.CH,.COOAg: Ber. Ag = 59,65; gef. Ag == 59,74°/,. 


Versuch 3. 

Eine Lésung von 1 g a-Ketobuttersiure in 100 ccm aus- 
gekochtem Wasser wurde fiir sich, zusammen mit den An- 
sitzen 1 und 2, im Brutschrank belassen. Nach 16 Tagen war 
keine Abnahme der a-Ketobuttersiure zu konstatieren. 

Mit Sicherheit ergibt sich also, daB a-Ketobuttersaure 
durch Faulnis unter Verkiirzung der Kohlenstoffkette 
in Propionsaéure ibergefiihrt werden kann. 
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Anhang. 
«a-Ketobuttersaure-m-nitrophenylhydrazon. 

Zum Nachweis der «-Ketobuttersiure ist mit Vorteil die 
Verbindung der Saure mit m-Nitrophenylhydrazin verwendet. 
Das in essigsaurer Lésung der Komponente fast momentan ent- 
stehende Hydrazon bildet, aus verdiinntem Alkohol umkrystalli- 
siert, hellgelbe abgeplattete Nadeln vom Schmelzpunkt 189 bis 
190° (bei schneller Erhitzung). 

0,1486 g Substanz gaben 23,2 cem N (761, 20,5°). 
C,oH,,N,0, (237): Ber. N= 17,729/,3 gef. N=17,87°),. 

Zum Nachweis von unveranderter «-Ketosiure im Faulnis- 
gemisch verfahrt man so, da8B man 5 ccm mit Essigsiure an- 
siuert, filtriert und mit m-Nitrophenylhydrazinacetatlésung auf- 
kocht. Falls die Séure noch vorhanden ist, fallt sofort oder 
nach einiger Zeit ein gelbes Krystallmehl aus. 
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Einfache Umlagerungen in der Reihe der Glykole und 
ihrer stickstoffhaltigen Abkémmlinge. I. 


Die Bildung von Acetaldehyd aus Athylenglykol, Athylen- 
diamin, Colamin, Serin und Isoserin. 


Von 
C. Neuberg und B. Rewald. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir 
experimentelle Therapie in Berlin- Dahiem.) 


Die Entstehung der Methylgruppe (—-CH,) aus 
primaren und sekundiren Alkoholgruppen (— CH,.OH, 
==CH.OH) ist ein Vorgang, der bei einer groBen Anzahl 
biochemischer Reduktionen zutage tritt und bis vor 
kurzem der Erklirung ganz besondere Schwierigkeiten geboten 
hat. Die Entstehung der Milchséure im Tier- und Pflanzen- 
kérper, die Bildung des Athylalkohols und seiner Homologen, 
die Produktion von Buttersiiure und Valeriansaiure aus Kohlen- 
hydraten durch verschiedene Girungserreger sind die wich- 
tigsten Beispiele dieser eigentiimlichen Reaktion’). 

Kaum bekannt sind rein chemische Analogien fiir 
derartige Reduktionen, die bei den klassischen Beispielen 
der Alkohol- und Milchsiuregiirung von Zuckerarten auf intra- 
molekulare Verschiebungen der H-OH-Gruppen, also auf Wasser- 
abspaltung und Wiederanlagerung, zuriickgefiihrt werden kénnen. 
Insbesondere sind einfache Vorginge dieser Art bisher nur bei 
sehr hohen Temperaturen und im wasserfreien Milieu beobach- 
tet worden; die durchsichtigste dieser Reaktionen liegt im Uber- 
gang der Glykole in die entsprechenden Aldehyde oder Ketone 
vor. Wir denken an die Umwandlung des Athylenglykols in 
Acetaldehyd, die sich je nach den Bedingungen beim Erhitzen 
auf 210° bis 550° oder bei der Destillation mit konzentrierter 


‘) Literatur und Erklarungen siehe bei C. Neuberg, Der Girungs- 
vorgang und der Zuckerumsatz der Zelle, Monogr. Jena 1913 bei G. Fischer. 
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Schwefelsiure volizieht*), oder an die analoge Uberfiihrung des 
«-Propylenglykols und des Trimethylenglykols in Propion- 
aldehyd und Aceton®), die zum Teil bei 500° bzw. 450° eintritt. 
Allein keine dieser gewaltsamen Reaktionen hat eine 
Analogie zu den physiologischen Erscheinungen. 

Weit naher stehen diesen mehrere jiingst beschrie- 
bene Umwandlungen von Abkémmlingen des Athylen- 
glykols in Acetaldehyd, die sich unter dem Einflu8 des 
Lichtes*) oder bei der Einwirkung von Wasserstoff- 
superoxyd und Eisensalz‘) durch sehr merkwiirdige Atom- 
verschiebungen vollziehen. 

Wir haben nun eine Reaktion aufgefunden, die mit 
groBer Leichtigkeit in waBriger Loésung und bei 
Korpertemperatur eine solche Umwandlung von Poly- 
alkoholen und deren Derivaten in Acetaldehyd er- 
moglicht. 

Bei der Einwirkung von salpetriger Saure auf 
einfach oder doppelt aminiertes Glykol, d. h. bei der 
Umsetzung von Aminoathylalkohol (Colamin), CH,NH, 
—CH,OH, und Athylendiamin, CH,NH,—CH,NH,, mit 
salpetriger Saure, entstehen bei niedriger Tempera- 
tur statt des zu erwartenden Athylenglykols, CH,OH 
—CH,OH, reichliche Mengen Acetaldehyd, CH,.CHO. 
Auch die Carbonsaiuren des aminierten Athylengly- 
kols, d. h. Serin 

CHNH, — CH,OH 

booH 
und Isoserin 

CH,NH, — CHOH 

oon, 

verhalten sich bei der Behandlung mit salpetriger 
Saéure ganz ebenso, indem auch sie mit Leichtigkeit und in 
bemerkenswertem Umfange in Acetaldehyd tibergehen. 


1) K. Krassuski, Ch. C. 02, II, 1902; A. Faworski, Ch. C. 07, 
I, 15; J. U. Nef, Ch. C. 04, Il, 1201 u. 1282; vgl. auch W. Ipatiew 
u. W. Leontowitsch, Ber. 36. 2016, 1903; Fourneau u. Tiffenau, 
Ch. C. 05, II, 287. 
*) J. U. Bet, 1.0. 
3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 67, 59, 1914. 
*) C. Neuberg u. O. Rubin, diese Zeitschr. 67, 77, 1914. 
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Fiir das Athylenglykol CH,OH — CH,OH selbst haben 
wir schlieBlich einen einfachen Weg der Umwandlung in 
Acetaldehyd gefunden. Er besteht in der Einwirkung von 
Wasserstoffsuperoxyd und Eisensalz und ist ganz analog der 
friiher beschriebenen Umwandlung von Weinsaure in Glycerin- 
siure und Acetaldehyd’). 

Es braucht kaum hervorgehoben zu werden, da diese 
Ubergiinge mehrerer physiologisch wichtiger Substanzen in 
Acetaldehyd bei den jetzt erkannten Beziehungen dieser Substanz 
zu den Garungsprozessen besondere Beobachtung verdienen. 

Man kann den ganzen Vorgang im Prinzip natiirlich als 

CH,OH 
eine Isomerisation der Gruppe hes & zum Aldehydhydrat 
CH, 
CH(OH b 

Die Eigentiimlichkeiten, welche die genannten neuen Reak- 
tionen bieten, sind nun in der Leichtigkeit gelegen, mit der 
sie eintreten, und in der niederen Temperatur, die zu ihrer 
Verwirklichung notig ist. 

Es geniigt beispielsweise Athylendiaminchlorid oder salz- 
sauren Aminoithylalkohol bei Zimmertemperatur mit der aqui- 
valenten Menge Natriumnitrit zusammenzubringen, um als- 
baldige Aldehydbildung auszulésen, und bei 40° entfiihrt das 
entweichende Stickstoffgas deutliche Mengen von Acetaldehyd. 

Der leichte Eintritt der Reaktion bietet aber zugleich 
Schwierigkeiten fiir die Erklarung. Die fiir die erwahnte, bei 
hohen Temperaturen sich vollziehende Umwandlung der Glykole 
in Aldehyde oder Ketone gemachten Annahmen kénnen hier 
nicht zutreffen; die Anwendung von verdiinnten waBrigen Lé6- 
sungen macht die Anhydrisierung zu Athylenoxyd oder die 
intermediire Bildung esterartiger Produkte in hohem Grade 
unwahrscheinlich. Man wird eher vermuten diirfen, daB sich 
bei der Desaminierung diazotierte Substanzen*) bilden, die zum 


auffassen. 


1) C. Neuberg u. O. Rubin, diese Zeitschr. 67, 77, 1914. 
*) Umlagerungen bei der Diazotierung sind bekannt; so liefert 





CH, 
Aminocyclopropan, bus > CaN Allylalkohol, CH, : CH - CH,OH, 


(N. Kishner, Ch. C. 05, i 1704), und n-Propylamin, CH, .CH,.CH.NH, 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 9 
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Vinylalkohol, CH,: CHOH, in Beziehung stehen und dessen 
Umlagerung zu Acetaldehyd eine bekannte Erscheinung ist, etwa 
im Sinne folgender Formulierung: 


«) CH,OH CH,OH 
CHNH, .HCl +- NaNO, = NaCl -+ H,O + CH,N: NOH, 
p) CH,OH CHOH 
| =N,+H,0-+ | 
CH,N : NOH CH, 


Fir das Athylendiamin kann man eine ahnliche Reaktions- 
folge aufstellen, aber auch eine vorherige halbseitige Des- 
aminierung zum Aminoathylalkohol annehmen, die wir tatsiich- 
lich haben verwirklichen kénnen. 

Noch schwieriger diirfte die Uberfiihrung des Athylen- 
glykols durch Wasserstoffsuperoxyd in Acetaldehyd zu deuten 
sein. Da sie nur in Gegenwart von Eisen stattfindet, handelt 
es sich vielleicht um eine Reaktion von Eisenperoxyd mit dem 
Athylenglykol und um eine andersartige Abspaltung der nach Art 
der Oxoniumsalze angelagerten Wasserstoffsuperoxydverbindung, 
wobei die Isomerisation zu dem Acetaldehydhydrat erfolgt: 


Ju 
a) CH,OH OH CH, .O¢ on 


| +| = | ; 
CH,OH OH  CH,.0¢ nas 


} H 
Bea eee 
CH H om CH(OH), 

Auch diese Bildung von Acetaldehyd aus Athylenglykol 
kommt bei 40° zustande. 

Wie im einzelnen auch die Vorgange zu deuten sein mégen, 
sie besitzen unzweifelhaft ein Interesse, da sie die Verwirk- 
lichung von Reaktionen auf rein chemischem Wege unter Be- 


nach L. Henry (Ch. C. 08, I, 222 u. 615) mehr Isopropylalkohol als 
n-Propylalkohol, ferner der Isoserinaldehyd, CH,NH,—CHOH—CHO, 
nach C. Neuberg u. E. Kansky (diese Zeitschr. 20, 460, 1909), Methyl- 
glyoxal, CH,:C(OH).CHO. Die letztgenannte Umwendlung hat mit den 
hier beschriebenen Vorgingen die gréB8te Ahnlichkeit. 
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dingungen gestatten, die sich von den natiirlichen Umstinden 
nicht allzuweit entfernen. Wir wollen hinzufiigen, daB die ge- 
nannten Umlagerungen keineswegs auf die Glykole der 2-Kohlen- 
stoffreihe beschrinkt sind, sondern auch bei den hdheren 
Reihen der mehrwertigen Alkohole durchfiihrbar sind, wie wir 
demnichst beschreiben werden. 


Experimenteller Teil. 
A. Uberfiihrung von Athylendiamin in Acetaldehyd. 


Versuch 1. 

4,0 g salzsaures Athylendiamin wurden in 20 ccm Wasser 
gelést und allmahlich durch einen Tropftrichter zu einer Lésung 
von 4,5 g Natriumnitrit in 50 ccm Wasser gefiigt, die in einem 
Destillationskolben mit seitlichem Ansatz zum Sieden erhitzt 
war. Der Kolben war durch einen Energiekiihler mit einer 
eisgekiihlten Vorlage verbunden. In letzterer sammelte sich 
eine Fliissigkeit, die deutlich nach Acetaldehyd roch und alle 
Reaktionen desselben (Riminische Probe, Reduktion von am- 
moniakalisch-alkalischer Silberlésung sowie Rétung von fuchsin- 
schwefliger Saéure) intensiv gab. 

Durch den Tropftrichter wurde wiederholt Wasser in An- 
teilen von 50 ccm nachgefiillt, solange das Ubergehende noch 
Aldehydreaktionen gab. So wurden 400 ccm aufgefangen, die 
durch erneute Destillation auf 100 ccm gebracht wurden. 

Mit einer Lésung von 3,0 g p-Nitrophenylhydrazin in Essig- 
siure entstand sofort eine dicke gelbe Fallung, die nach 2 Stunden 
abgesaugt und zuniachst mit verdiinnter Essigsiure und dann 
mit kaltem Wasser ausgewaschen wurde. Nach dem Trocknen 
betrug die Menge des Hydrazons 2,4g. Dasselbe wurde zur 
Reinigung in der ublichen Weise aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert und schmolz alsdann bei 128°. 

0,0966 g Substanz gaben 20,4 com N bei 761 mm und 24”. 

C,H,N,O,. Berechnet N = 23,46°/,; gef. N = 23,67°,. 

Der im Destillationskolben verbliebene Riickstand hatte 
sich gelb gefairbt. Oxalsdure, die nach Hofmann (zit. nach 
Beilstein, 3. Aufl. 1893, Bd. I, 8.1152) bei der Einwirkung 
von HNO, auf Athylendiamin auftritt, haben wir in dem Riick- 


stande unter den eingehaltenen Bedingungen nicht gefunden. 
g* 
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Versuch 2: 


Zum Zwecke einer quantitativen Bestimmung der ent- 
stehenden Aldehydmengen wurden 1,33 g salzsaures Athylen- 
diamin mit 1,4 g Natriumnitrit in analoger Weise in Reaktion 
gebracht. Das gesamte Destillat wurde zur Beseitigung even- 
tueller Spuren anhaftender salpetriger Séure noch einmal iiber 
etwas Calciumcarbonat destilliert und im MeBkolben auf 500 com 
aufgefiillt. Die titrimetrischen Bestimmungen von je 100 ccm 
Destillat mit Bisulfitlbsung nach der Methode von Ripper- 
v. Fiirth') ergaben 0,0350 g Aldehyd, insgesamt also 0,1750 g 
Acetaldehyd. Da aus der angewendeten Menge salzsauren 
Athylendiamins 0,44 g Acetaldehyd gebildet werder: kénnen, so 
entspricht die isolierte Menge 40°/, der theoretischen Méglichkeit. 


Versuch 3. 

Auch in der Kalte ist deutliche Bildung von Acet- 
aldehyd bei der Reaktion zwischen Athylendiamin und 
salpetriger Saéure nachweisbar. 

Lést man 3 g salzsaures Athylendiamin in 50 com Wasser 
und vermischt mit einer Lésung von 2,5 g Natriumnitrit in 
50 com Wasser, so tritt bei Zimmertemperatur eine starke 
Gasentwicklung ein. Leitet man den entweichenden Stickstoff 
in eine gekiihlte Vorlage, in der sich 5 com Wasser befinden, 
so gibt letzteres nach einiger Zeit alle Proben auf Acetaldehyd. 
Man erhilt sie schneller und starker, wenn das ReaktionsgefaB 
in Wasser von 40° taucht. 


B. Uberfiihrung von Aminoithylalkohol in Acetaldehyd. 
Versuch 4. 

3,5 g Aminoathylalkohol wurden mit n-Schwefelsiure 
neutralisiert, wozu 50,5 ccm verbraucht wurden. Die Lésung 
des Sulfats wurde in der bei Versuch 1 beschriebenen Weise 
mit der Natriumnitritlésung in Reaktion gebracht®). Auch hier 
lieBen wir Wasser nachflieBen. Das Destillat, etwa 450 ccm, 


1) Siehe diese Zeitschr. 26, 207, 1910. 

*) DaB Aminoiathylalkohol mit salpetriger Siure Stickstoff ent- 
wickelt, hat G. Trier (Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 384, 1913) ver- 
merkt, iiber den Verlauf der Reaktion jedoch nichts angegeben. Dem 
gleichen Autor verdankt man iibrigens die interessante Auffindung des 
Aminoithylalkohols unter den Spaltungsprodukten verschiedener natiir- 
licher Phosphatide. 
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wurde durch anreichernde Destillation auf 150 cem gebracht 
und auf das p-Nitrophenylhydrazon verarbeitet. Die Ausbeute 
an letzterem betrug 1,98 g. Die Substanz schmolz nach der 
Umkrystallisation bei 128° und war villig rein. 
0,1167 Substanz gaben 24,4 ccm N bei 765,5 mm und 23° 
C,H,N,O,. Ber. N = 23,46°/,; gef. N = 23,82°/,. 


Versuch 5. 

Zur quantitativen Bestimmung wurde 0,92 g Aminoithyl- 
alkohol in 15 cem n-Schwefelsiure zu einer schwachsauren 
Fliissigkeit gelést und mit 1,05 g Natriumnitrit umgesetzt. Die 
weitere Verarbeitung und die Titration des Destillats ergab 
0,1906 g Acetaldehyd = 30°/, der Theorie. 


Versuch 6. 
Auch bei 40° gelang es, in der zuvor beschriebenen Weise 
(s. Versuch 3) eine starke Bildung von Acetaldehyd aus Amino- 
athylalkohol nachzuweisen. 


C. Uberfiihrung von Serin und Isoserin in Acetaldehyd. 


1,0 g d,l-Isoserin wird in 60 ccm heiBem Wasser gelést 
und in der angegebenen Art tropfenweise zu einer Lésung von 
0,7 g Natriumnitrit in 30 ccm Wasser gefiigt. Das Destillat 
weist auch hier kraftige Acetaldehydreaktionen auf. Die Bil- 
dung von Acetaldehyd hort jedoch nach kiirzerer Zeit auf und 
kommt durch einfachen Zusatz von Wasser nicht wieder in 
Gang. Offenbar ist das Isoserin eine zu schwache Siure, um 
aus dem Natriumnitrit alle HNO, freizumachen. Lat man 
nun durch den Tropfentrichter 10 cem n-Schwefelsiure zu- 
flieBen, so entwickelt sich abermals kraftig Aldehyd. Um die 
Diazotierung zu vervollstandigen, wurde noch einmal eine Lésung 
von 0,35 g Natriumnitrit zugesetzt, was neue Uberfiihrung in 
Aldehyd, aber gleichzeitig Entwicklung von Stickoxyden zur 
Folge hatte. Das Destillat wurde daher iiber Calciumcarbonat 
rektifiziert und dann zur Darstellung des p-Nitrophenylhydrazons 
verwendet. Von letzterem wurde 0,30 g erhalten. 

Der Schmelzpunkt lag nach dem Umkrystallisieren bei 127°. 

0,0974 g Substanz gaben 20,3 ccm Stickstoff bei 23° und 
764,5 mm. 

C,H,N,0,. Ber. N= 23,46°/,N; gef. N= 23,62°/). 
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Versuch 7. 

Zur quantitativen Ermittelung des aus d,l-Isoserin erhialt- 
lichen Acetaldehyds wurden 1,05 g Isoserin mit 10 ccm n-Schwefel- 
siure und 40 ccm Wasser in Lésung gebracht und mit 0,8 g 
Natriumnitrit in der mehrfach beschriebenen Weise behandelt. 
Das gesamte Destillat wurde noch einmal nach langerem Schiitteln 
mit Calciumcarbonat iibergetrieben und auf 200 ccm aufgefiillt. 
Die Titration ergab einen Gehalt von 0,0795 g Acetaldehyd 


== 18°), der Theorie. 
Versuch 8. 


Die Wiederholung des Versuches 7 bei 40° ergab, dab 
auch unter diesen Bedingungen Acetaldehyd entweicht. 


Versuch 9. 

0,5 g d,l-Serin wurden in 25 ccm heiBem Wasser gelést 
und zu 0,35 g Natriumnitrit in 30 ccm Wasser zugetropft. Die 
Reaktion auf Acetaldehyd im eisgekiihlten Destillat ist positiv; 
ihre Stirke nimmt bei Nachfiillung von 5 ccm n-Salzsaure 


noch zu. 
Versuch 10. 


Eine quantitative Bestimmung wurde in der mehrfach be- 
schriebenen Weise ebenfalls mit 0,5 g Serin ausgefiillt. Die 
Titration ergab, daB 0,0189 g Acetaldehyd = 8,5°/, der Theorie 
gebildet worden waren. 


D. Uberfiihrung von Athylenglykol in Acetaldehyd, 
Versuch 11. 

3,6 g Athylenglykolhydrat — 2,3 g Athylenglykol*) wur- 
den mit 100 ccm Wasserstoffsuperoxyd von 2,5°/,, 1 g krystal- 
lisiertem Ferrosulfat und 5 ccm verd. Schwefelséure versetzt, 
welch letztere den Ausfall basischer Eisensalze verhindert”). Beim 
Destillieren ging eine Fliissigkeit iiber, welche sofort mit 
p-Nitrophenylhydrazinacetat eine dicke gelbe Fallung lieferte 
und alle Acetaldehydreaktionen in enormer Weise gab. Nach 
1) Athylenglykol kommt nach G. Trier (Zeitschr. f. physiol. Chem. 
86, 155, 1918) in Pflanzensamen neben Glycerin als Phosphorsaureester vor. 
Das an der Luft gestandene Praparat ist das Dihydrat C,H,O, + 2H,0. 

*) Der Zusatz von verdiinnter H,SO, ist unndtig. Im ibrigen 
haben wir uns davon iiberzeugt, daB beim Destillieren einer waBrigen 
Athylenglykollésung mit verdiinnter Schwefelsiure keine Spur Acet- 
aldehyd gebildet wird. 
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einiger Zeit wird der Ausfall der Aldehydproben im _ iiber- 
gehenden Destillat schwach; aber auf Zugabe von 100 ccm 
Wasserstoffsuperoxyd setzt die Aldehydbildung wieder ein, und 
sie wurde auch durch noch dreimaligen Zusatz der gleichen 
Menge Wasserstoffisuperoxyd nicht beendet. Erst die sechste 
Destillation blieb erfolglos. Trotz der groBen Mengen des ver- 
wendeten 2,5°/,igen Wasserstoffsuperoxyds war das Destillat 
vollig frei von H,O,. Offenbar wird ein groBer Teil des Wasser- 
stoffsuperoxyds durch das Hisensalz einfach katalytisch zersetzt 
und gelangt gar nicht zur Wirkung auf das Glykol. Tatsichlich 
beobachtet man bei jedem Zusatz eine lebhafte Sauerstoff- 
entwicklung. Wir sind deshalb in den folgenden Versuchen zu 
einer Verringerung der Wasserstoffsuperoxydmenge geschritten 
mit dem Erfolge, daB die Reaktion hier ebensogut von statten 
geht; ja, es hat sich gezeigt, daB der haufigere Zusatz kleiner 
Wasserstoffsuperoxydmengen bessere Resultate ergibt als weniger 
Destillation mit mehr H,O,. Dieses Verhalten geht aus folgenden 


Versuchen hervor. 
Versuch 12. 


Zu 0,93 g Athylenglykol') wurden nach Zugabe von 
1 g Ferrosulfat und 5 ccm Schwefelsiure dreimal je 100 ccm 
H,O, (1,5°/,ig) gesetzt. Es wurden jedesmal etwa 50 ccm ab- 
destilliert und das Destillat auf 200 ccm aufgefiillt. Die Titration 
ergab 0,0583 g Acetaldehyd rund 9°/, der Theorie. 


Versuch 13. 

Die Destillation wurde mit denselben Mengen in der gleichen 
Weise wie bei Versuch 12 ausgefiihrt, nur wurde das Wasser- 
stoffsuperoxyd in 6 Portionen von je 50 ccm nachgefiillt. Die 
Titration ergab 0,1155 g Aldehyd = 17,5°/, der Theorie. 


Versuch 14. 
Wiederholung des Versuches 13 aber mit 8 maliger Zu- 
gabe von je 40 ccm Wasserstoffsuperoxyd. Gefunden wurden 
0,1279 g Aldehyd = 19,4°/, der Theorie. 


Versuch 15. 
Das beste Resultat lieferte der gleiche Ansatz von 0,93 g 
Athylenglykol mit 1g Eisensulfat und 5 ccm verdiinnter 


1) Hier und im folgenden stets auf die wasserfreie Verbindung 
berechnet, 
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Schwefelsiure bei 12 maliger Destillation mit je 25 ccm derselben 
Wasserstoffsuperoxydlésung. Gefunden wurden 0,1349 g Alde- 
hyd == 20,4°/, der Theorie. 


Versuch 16. 

Laf&t man 50 ccm Wasserstoffsuperoxyd auf 1,5 g Athylen- 
glykol in Gegenwart von 0,5 g FeSO, und 5 ccm verdiinnte 
H,SO, bei 40° einwirken und leitet einen langsamen Luftstrom 
durch die Mischung und eine dahintergeschaltete, mit einigen 
Kubikzentimetern eiskaltem Wasser beschickte Waschflasche, so 
findet man in letzterer nach 1 Stunde Acetaldehyd. Die Bildung 
des letzteren zieht sich bei 40° lange hin. 


Versach 17. 

Trotz des iiberaus starken Ausfalls der Riminischen Re- 
aktion, die fiir Acetaldehyd spezifisch’) sein soll, haben wir es 
fir nétig gehalten, den Acetaldehyd in den Destillaten aus 
Athylenglykol in geeigneter Form zur Analyse zu bringen. 

Das Destillat von 4,4 g Athylenglykol belief sich zuniachst 
auf 450 ccm. Es wurde durch 2malige Destillation auf 80 ccm 
gebracht. Die Fallung mit iiberschiissigem p-Nitrophenylhydrazin, 
gelést in 30°/,iger Essigsiure, lieferte einen dicken gelben 
Krystallbrei, der rétliche Partikel einschloB. Letztere riihrten 
von Beimengungen, wahrscheinlich von Glykolaldehydosazon, 
her*). Nach mehrmaliger Umkrystallisation aus 40°), igem Alkohol 
gelang es jedoch, reines Acetaldehyd-p-nitrophenylhydra- 
zon zu erhalten. Dasselbe schmolz bei 124°. 

0,0869 g Substanz: 18,4 com N (743 mm, 17°). 

C,H,N,0,: Ber. N = 23,46°/,; gef. N = 23,99°/). 








Die prinzipielle Bedeutung der mitgeteilten Versuche liegt 
darin, daB es sich hier iiberall um leicht ausfiihrbare intra- 
molekulare Verschiebungen handelt, wie sie bei den Garungs- 
vorgingen eintreten; insbesondere hat sich eine einfache Uber- 
fiihrung der Gruppe CH,OH—-CHOH— in den Rest CH,—-CH< 
als méglich erwiesen. 


1) Acrolein und Propionaldehyd kommen nicht in Betracht. 

*) Vgl. die analogen Erfahrungen von C. Neuberg und O. Rubin 
(diese Zeitschr. 67, 81, 1914) bei der entsprechenden Verarbeitung der 
Glycerinsaure. 


















I. Uber die Reduktion des Zimtaldehyds durch Hefe. 
Il. Vergirung von Benzylbrenztraubensaure. 
Von 
Elisabeth Réna. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 

Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule in Berlin und der chemischen Ab- 

teilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fiir experimentelle Therapie in 
Dahlem.) 


I. 

Im Anschlu8§ an die Untersuchung iiber die zuckerfreien 
Garungen der «-Ketosiuren, die durch das Enzym Carboxylase 
in Kohlendioxyd und den nur ein C-Atom armeren Aldehyd ge- 
spalten werden, haben Neuberg und Mitarbeiter fiir eine gréBere 
Reihe aliphatischer und aromatischer Aldehyde gezeigt, daB sie 
durch garende Hefe zu den entsprechenden Alkoholen hydriert 
werden. Ein gleiches Verhalten zeigen die fettaromatischen 
Aldehyde, von denen beispielsweise der Phenylacetaldehyd in 
Phenylathylalkohol durch Hefe iibergefiihrt werden kann. 

Diese phytochemischen Reduktionen besitzen in mehr- 
facher Hinsicht Interesse, einmal als exotherme Reaktionen, 
dann auch, weil die Aldehyde bei zahlreichen Umwandlungen 
als Zwischenprodukte auftreten und die ihnen entsprechenden 
Alkohole schlieBlich in der Natur weit verbreitet sind. 

Die bisherigen Erfahrungen sind ausschlieBlich an ge- 
sittigten Verbindungen gewonnen worden, wahrend iiber un- 
gesattigte Aldehyde keine entsprechenden Untersuchungen 
vorliegen. 

Als einen Vertreter dieser Gruppe habe ich den leicht zu- 
ginglichen Zimtaldehyd (8-Phenylacrolein), C,H, .CH:CH.CHO, 
gewahit. Aus den experimentellen Befunden geht hervor, daB 
diese Verbindung von girender Hefe angegriffen und, wenn 
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auch nicht besonders leicht, reduziert wird. Als Hauptprodukt 
entsteht dabei Zimtalkohol, C,H,.CH:CH.CH,OH. Fiir eine 
Bildung von Zimtsiure habe ich keinerlei Anhaltspunkte ge- 
wonnen, so da8 ein Verlauf der Umwandlung nach dem Schema 
der Cannizzaroschen Reaktion nicht anzunehmen ist. Neben 
dem Zimtalkohol tritt vielleicht etwas Hydrozimtalkohol auf, 
doch ist seine Darstellung in reinem Zustande nicht gelungen. 
Bemerken méchte ich, daB der isolierte Zimtalkohol in seinen 
Eigenschaften kleine Abweichungen vom gewohnlichen Zimt- 
alkohol aufwies, die vielleicht auf das Vorliegen eines Isomeren 
zu beziehen sind. 

Mit Sicherheit geht aus meinen Versuchen hervor, da 
auch ein ungesattigter fettaromatischer Aldehyd, der 
Zimtaldehyd, von Hefe hydriert werden kann. 


Experimentelles. 


Eine Lésung von 500 g Zucker in 5000 ccm Wasser wurde 
mit 500 g Hefe M in lebhafte Garung versetzt. Alsdann wurden 
aus einem Scheidetrichter sehr langsam im Verlauf von einer 
Stunde 20 g Zimtaldehyd*) hinzugetropft. Dieser war unmittel- 
bar vor Beginn der Versuche frisch im Vakuum destilliert 
worden. Nachdem ungefihr 3 g Zimtaldehyd eingeflossen waren, 
war die Garung sichtbar verzégert und horte nach Eintragen 
der gesamten Quantitét bei Zimmertemperatur ganzlich auf. 
Durch Zugabe von 100 g frischer Hefe kam die Garung bei 
38° langsam wieder in Gang. Bis zum Verschwinden des 
Zuckers war jedoch noch ein allmahlicher Zusatz von 400 g 
Hefe und von 21 Wasser erforderlich. 

Durch Destillation mit Dampf wurden alsdann die fliich- 
tigen Produkte abgetrieben und insgesamt 71 Destillat aufge- 
fangen. Dasselbe war leicht getriibt infolge eines Gehalts an 
feinsten Oltrépfchen, die sich leicht mit Ather ausschiitteln 
lieBen. Durch Extraktion mit 51 Ather wurde das Destillat 
erschépft. Der Atherauszug wurde nach fliichtiger Trocknung 
iiber Glaubersalz auf 500 ccm gebracht und nunmehr mit einer 


1) Den Zimtaldehyd iiberlieB uns in vortrefflicher Qualitit die che- 
mische Fabrik von Schimmel! & Co. in Leipzig, der wir auch an dieser 
Stelle unseren verbindlichen Dank zum Ausdruck bringen méchten. 
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Lésung von 150 ccm 15°/,iger Natriumbisulfitlésung ausge- 
schiittelt*). Letztere entzog eine nicht unbetrichtliche Menge 
unveranderten Zimtaldehyds und entfarbte zugleich den braun- 
gelben Atherextrakt bis zum hellgelben Ton. 

Zur weiteren Verarbeitung wurde dieser Atherauszug mit 
dem ebenso gewonnenen Extrakt aus einem zweiten ganz gleich- 
artig angestellten Garansatz vereinigt. 

Die mit wenig Wasser durchgewaschenen Atherausziige 
wurden jetzt griindlich iiber entwissertem Natriumsulfat ge- 
trocknet und dann auf dem siedenden Wasserbade am Birekti- 
fikator vom Ather befreit. Die fraktionierte Destillation des 
Riickstandes lieferte zwei Hauptanteile, und zwar fast 4 g Sub- 
stanz vom Siedepunkt 230 bis 240°, sowie eine mehr als doppelt 
so groBe Fraktion, 8,5 g, die von 246 bis 254° sott. Durch er- 
neute Destillation gelang es, aus letzterer 5 g eines kaum gelb 
gefarbten dickfliissigen Liquidums zu gewinnen, das von 248 
bis 252° iiberging und bei der Analyse auf Zimtalkohol 
(6-Phenylallylalkohol) gut stimmende Werte ergab. 

0,1527 g Substanz : 0,4499 CO, und 0,1072 H,O. 
C,H,,0. Ber. C = 80,59, H=7,46°/); 
(134) gef. C= 80,35, H=7,80°,. 

In der Literatur wird fiir Zimtalkohol ein Siedepunkt von 
250° und gleichzeitig ein Schmelzpunkt von 33° angegeben. 
Wiahrend die aus Zimtaldehyd durch Reduktion mit Hefe ge- 
wonnene Substanz nach ihren Eigenschaften beim Sieden durch- 
aus dem gewohnlichen Zimtalkohol aus Storax entspricht, war 
sie bei gewohnlicher Temperatur nicht zum Krystallisieren zu 
bringen. Im Frigo bei — 9° erstarrte sie zu einer von Ol durch- 
setzten talgartigen Masse, die sich jedoch bei Zimmertemperatur 
wieder volistindig verfliissigte. Die Angaben von Erlen- 
meyer’) iiber die Existenz optisch-aktiver Zimtséurederivate 
veranlaBte mich, das polarimetrische Verhalten meiner Substanz 
zu untersuchen. Sie war deutlich rechtsdrehend*), und zwar in 


1) Ist die Bisulfitlésung zu stark, so scheidet sich das Zimtaldehyd- 
additionsprodukt in fester Form aus. 

*) E. Erlenmeyer und G. Hilgendorff, diese Zeitschr. 35, 134, 
1911; 43, 445, 1912. 

3) Das Ausgangsmaterial, der Zimtaldehyd, war optisch véollig 
inaktiv. 
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1 dem langer Schicht = +-0,25°. Ob diese Drehung auf einen 
aktiven Zimtalkohol zu beziehen ist, méchte ich nicht ent- 
scheiden, sondern nur das Faktum der vorhandenen Rechts- 
drehung anfihren. 

Die niedrig siedende, zwischen 230° bis 240° iibergehende 
Fraktion wurde nochmals aus einem kleinen Siedekélbchen vor- 
sichtig destilliert. Es gelang jedoch nicht, einen schirfer sie- 
denden Anteil herauszufraktionieren. Die Analyse ergab keine 
befriedigend auf Hydrozimtalkohol stimmenden Werte, so daB 
die Bildung des auch in der Seitenkette reduzierten Alkohols 
unsicher bleiben mu8B. Wiederholungen der Versuche mit der- 
selben obergarigen Hefe M wie mit der untergarigen Hefe K er- 
gaben keine Klarung dieses Punktes, da mit Hefe M auch bei 
entsprechender Verarbeitung von 40g Zimtaldehyd die Aus- 
beute an niedrig siedender Fraktion nur 2 g, bei Hefe K nur 
0,7 g betrug. 

Es sei noch bemerkt, daB sich beide Fraktionen in allen 
Fallen durch den negativen Ausfall der Probe mit fuchsin- 
schwefliger Saiure als frei von unverandertem Zimtaldehyd er- 
wiesen; er war durch die vorangegangene Behandlung mit Bi- 
sulfit vollig entfernt worden. 


Il. 


Nachdem sich verschiedene Homologe der Brenztrauben- 
siure gleich dem Anfangsgliede der a-Ketosdurenreihe der 
zuckerfreien Garung durch Hefen faihig erwiesen haben, schien 
es im Zusammenhange mit der zuvor beschriebenen phyto- 
chemischen Reduktion des Zimtaldehyds angebracht, das Ver- 
halten der diesem nahestehenden Benzylbrenztrauben- 
saure, C,H,CH,.CH,.CO.COOH, zu untersuchen. Hinzu kam, 
daB die genannte Ketoséure noch das besondere Interesse be- 
sitzt, daB an ihr Knoop’) zum ersten Male die physiologische 
Umwandlung einer a-Ketoséure in die entsprechende Amino- 
siure beim Tier festgestellt hat. 

Die Priifung mit obergérigen und untergarigen Hefen des 
Instituts fiir Garungsgewerbe in Berlin hat ergeben, daB die 


1) F. Knoop, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 489, 1910; 71, 252, 
1911. 
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Benzylbrenztraubensaéure, wenn auch sehr langsam und unvoll- 
stindig, vergoren wird. Die Loslésung von Kohlensiure er- 
streckt sich auf mehrere Tage und ist am kraftigsten mit der 
Oberhefe XII und der Unterhefe K. 

Es gelang mir, eine kleine Menge Phenylpropylaldehyd 
(Hydrozimtaldehyd), C,H,.CH,.CH,.CHO, zu isolieren und 
als p-Nitrophenylhydrazon abzuscheiden. Daraus geht hervor, 
daB die Benzylbrenztraubensiure durch Hefe prinzipiell in 
gleichem Sinne wie Brenztraubensaure selbst zerlegt wird. 


Experimentelles. 

a) 17,8 g Benzylbrenztraubenséure wurden, mit 50 ccm 
2n-KOH versetzt, mit 1700 ccm Wasser von 35° und mit 
2/,9°HCl bis zur sauren Reaktion auf Lackmus angesiuert. Zu 
der so in Lésung, bezw. in feinste Verteilung gebrachten Benzyl- 
brenztraubensdure wurden alsdann 170 g Hefe XII gefiigt und 
das Gemisch 6 Tage im Brutschrank belassen. 

Das Gargut wurde alsdann aus einem groBen Kupfertopf 
im Wasserdampfstrom unter gleichzeitiger Durchleitung von 
Kohlenséure destilliert, wobei 1700 ccm aufgefangen wurden. 
Das Destillat wurde mehrfach griindlich mit Ather ausgeschiit- 
telt und die gesammelten Atherausziige nach dem Waschen mit 
Sodalésung in iiblicher Weise iiber Glaubersalz getrocknet. Beim 
Verdampfen des Atherextraktes hinterblieb ein dunkles Ol, das 
direkt mit einer alkoholischen Lésung von p-Nitrophenylhydrazin 
versetzt wurde. Beim Stehen im Eisschrank schied sich schnell ein 
brauner Krystallkuchen ab, der abgesaugt und nach dem Trock- 
nen dreimal aus benzolhaltigem Ligroin umkrystallisiert wurde. 
Es resultierte rund 1 g hellgelber Krystalle vom Schmelzpunkt 
122 bis 123°. Die Analyse ergab Werte, die auf das p-Nitro- 
phenylhydrazon des Phenylpropylaldehyds stimmen. 

0,1057 g Substanz, 14,3 com N (19°, 759 mm). 

C,,H,,N,0, (Mol 269): Ber. N= 15,61°/,; gef. N==15,51° 9. 

Das bisher allem Anscheine nach nicht beschriebene p-Nitro- 
phenylhydrazon des Phenylpropylaldehyds bildet bei 
langsamer Abscheidung priachtige Nadelbiischel; es kann auch 
aus wasserhaltigem Alkohol umkristallisiert werden, woraus es 
sich in schwefelgelben Nadelchen leicht und sehr vollstandig 
abscheidet. Das p-Nitrophenylhydrazon ist ein charakteristi- 








142 E. Réna: Reduktion des Zimtaldehyds durch Hefe usw. 


sches Derivat des Hydrozimtaldehyds, das zur Abscheidung 
kleiner Mengen recht geeignet ist. 

b) Ein genau entsprechender Versuch wurde mit 22,2 g 
Benzylbrenztraubenséure und 200 g Hefe in 2,21 Wasser an- 
gestellt. Die Aufarbeitung geschah in der gleichen Weise. Die 
Ausbeute war auch hier zu gering, um eine Darstellung des 
Phenylpropionaldehyds in Substanz zu erméglichen. Seine Lé- 
sung roch zugleich nach Zimtaldehyd und Flieder. Sie farbte 
sich mit Fuchsinschwefligersiure lila und mit conc. Schwefel- 
siure himbeerfarben. Wiederum gelang die Isolierung des 
p-Nitrophenylhydrazons. Davon wurden 0,6 g vom Schmelz- 
punkt 120° erhalten. 

Die Benzylbrenztraubensaure (II) ist ein Substitutionspro- 
dukt der «-Ketobuttersiure (I) und in gewissem Sinne mit ihr 
zu vergleichen: 

CH,.CH,.CO.COOH (I) 
C,H,CH, .CH,.CO.COOH (II). 


Nach den Erfahrungen von Neuberg und Kerb*) liefert 
die zuckerfreie Vergirung der letzteren zwar Propylaldehyd, 
allein die Ausbeute daran bleibt ebenfalls bescheiden. 


1) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 47, 413, 1912. 
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Ober die Wirkung der Salzsiure auf die Alkali- 
ausscheidung. 


Von 
Rizzardo Secchi. 
Aus dem Institut fiir medizinische Pathologie der Universitat Bologna.) 


(Hingegangen am 15. Juni 1914.) 


In den letzten 30 Jahren ist in einer gréBeren Reihe von 
Untersuchungen darauf hingewiesen worden, da8 die Zunahme 
der im K6rper entstehenden oder eingefiihrten Sauren eine 
Vermehrung der Alkaliausscheidung durch Harn und Faeces 
hervorbringt. Die Steigerung des Sauregehalts im Organismus 
kann entweder auf iibermaSiger Garung einiger Nahrungs- 
bestandteile im Magen, oder auf besonderen Veranderungen 
des intermediaren Stoffwechsels wie auch auf einer vermehrten 
Einfiihrung von Sauren beruhen. Die einzelnen Alkalien ver- 
halten sich gegen Siuren bei fleischfressenden Tieren anders 


als bei pflanzenfressenden. 

Walter machte im Jahre 1887 die ersten Untersuchungen in 
dieser Richtung und fand, da8 Salzsdure und Phosphorséure bei Hunden 
eine bedeutende NH,-Ausscheidung, bei Kaninchen dagegen einen starken 
Na- und K-Verlust durch den Harn bewirken; weiter fand er, daB Hunde 
eine groBe Menge von Saéuren ohne Beschwerden vertragen, wahrend 
Kaninchen schon bei kleinen Mengen derselben zugrunde gehen. 

Aus seinen Resultaten zog Walter den SchluB, da8 bei Kaninchen, 
deren Blut fast kein Ammoniak enthalt, die Saiuren sich mit Na und K 
verbinden: es sind also die Siureprodukte des Stoffwechsels, die in den 
Geweben in ungebundenem Zustande bleiben, die schidlich auf die Tiere 
einwirken. Dagegen werden bei Hunden, bei denen viel Ammoniak im 
Blute vorhanden ist, die resorbierten Saiuren neutralisiert, so daB Na 
und K nicht angegriffen werden. 

Nach Erscheinen der Arbeit von Walter konnten viele andere 
Autoren, wie Munck, Feder, Voit, Hallevorden, Coranda, Gre- 
gor, Camerer u. a., diese Angaben bestitigen. 

Auf Grund dieser Forschungen wurde festgestellt, daB das NH, 
das fixe Alkali des Blutes vor Saureintoxikation schiitzt. Neuere Unter- 
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suchungen aber konnten den Beweis erbringen, daB nicht immer das 
NH, allein das neutralisierende Agens Siuren gegeniiber ist, sondern 
da8B auch oft die fixen Alkali, besonders Na, K und Ca, gleichzeitig eine 
solche Rolle spielen. 

Walter konnte schon in seinen Versuchen beobachten, daB die 
Menge des ausgeschiedenen Ammoniaks im Harn kleiner war als jene, 
die den eingefiihrten Saéuren entsprach. Hieraus folgerte er, daB diese 
Sauren, die nicht an NH, gebunden waren, eine Ausscheidung der fixen 
Alkalien des Blutes verursacht hatten. Dieselbe Beobachtung machte 
Coranda an Menschen. Er behauptet, daB dies entweder auf eine 
nicht vollstindige Resorption der Siuren im Darme oder auf eine nach 
der eigentlichen Versuchsperiode andauernde NH,-Ausscheidung zuriick- 
zufiihren sei. Gaethens hat auf Grund seiner Untersuchungen nach- 
gewiesen, da8 nur unter besonderen Bedingungen die resorbierten Siuren 
durch Ammoniak selbst neutralisiert werden. Wenn es namlich im 
Blute nicht in groBen Mengen vorhanden ist, so werden auch die fixen 
Alkalien ausgeschieden, wie es bei Herbivoren der Fall ist. Bereits 
Rudel hatte darauf aufmerksam gemacht, daB Salzsiurezufuhr bei 
Hunden und Menschen die Kalkausscheidung durch den Harn steigert. 
Limbeck fand bei einem Miidchen nach Verabreichung von Milchsiure 
eine starkere Zunahme von Na und K im Harn als von Ammoniak 
und in den Faeces eine deutliche Steigerung des Na-, K-, Ca- und Mg- 
Gehaltes. Die Anreicherung der fixen Alkalien im Harn geht rasch vor 
sich und verschwindet schnell, sobald die Saureperiode voriber ist, 
wihrend die Ammoniakausscheidung sich bis in die Nachperiode er- 
streckt. Bei Salzsiurezufuhr (4,02 g HCl) fand Limbeck im Harn des- 
selben Madchens eine starke und rasche Vermehrung von Na und K, 
wiahrend das Ca nach einer anfanglichen voriibergehenden Verminderung, 
spiter bis auf die doppelte Menge anwuchs: das NH, trat langsam in 
Reaktion. 

Granstrém fand bei Kaninchen nach Zufuhr von Salzsiure Kalk- 
vermehrung im Harn und eine gleichzeitige Abnahme desselben in den 
Faeces: bei Phosphorsiurezufuhr aber einen Kalkverlust in beiden Aus- 
scheidungen. Die Untersuchungen von Luithlen zeigten ferner, daB 
durch eine bestimmte Menge aufgenommener Salzsiure bei Kaninchen 
nicht eine genau entsprechende Menge von Alkali dem Kérper, sondern 
ein UberschuB derselben entzogen wird. 

Ich habe meinerseits einige experimentelle Untersuchungen 


an Hunden, Kaninchen und Menschen gemacht, um das Ver- 
halten der einzelnen Alkalien bei Zufuhr von Salzsaure kritisch 
zu beleuchten. 

Fiir die Kalkbestimmung habe ich eine von Novi'*) mo- 
difizierte Methode angewendet: Natrium und Kalium wurden 


1) Ivo Novi, Azione disintegrante del NaCl sul cervello. Accad. 
delle Scienze mediche di Bologna, 8, Maggio 1910. 
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nach dem Verfahren, das Daddi Lehrbuch _be- 
schrieben hat, bestimmt; die Ammoniakbestimmung endlich 
erfolgte nach der Schléssing-Neubauerschen Methode. 


in seinem 


Versuch 1. 


Mannlicher Hund von 14 kg Gewicht bekam tiaglich 400 g 
Pferdefleisch, 150 g WeiBbrot, 2 g Knochenmehl und 600 g 
destilliertes Wasser; diese Kost enthielt im ganzen 1,04 g CaO 
und 0,40 g MgO. Wiahrend der zweiten Periode wurden der 
Kost 4,56 g HCl zugemischt. Die Resultate sind folgende: 
K + Na steigen schon am 1. Tag der Saureperiode von 2,45 ¢ 
im Mittel auf 3,60 g an, um in der Nachperiode bald wieder 
auf die normalen Werte herabzugehen. Das NH, dagegen 
zeigt eine langsamere Zunahme von 0,70 g im Mittel auf 0,97 g 
bis 1,10 g in 2 Tagen der Siaureperiode: diese Zunahme er- 
reicht in der Nachperiode noch eine Héhe von 1,12 bis 1,21 g. 
Dieses Verhalten stimmt also mit dem von Limbeck beobach- 
teten iiberein. Uber die Bilanz von Ca und Mg gibt die fol- 
gende Tabelle eine genaue Ubersicht: 




















a Ausgabe y 
© Einnahme eee Sascur eae CmmMme ie. aC aS 3ilanz 
Rig Harn Kot 
= 3 —_ — - = —— = - 
21 = | cad | MgO | CaO | MgO | CaO MgO} CaO | MgO 
£ s e 7 8g | 8 : ~ : g 
1] 7 1728 | 280 | 060 | 066 1616 | 1,68 | +052 40,46 
2.1] 2 | 2,08 | 0,80 | 0,32 | 0,28 | 1,46 | 0.44 | + 0,30 + 0,08 
3 2 | 2,08 | 0,80 | 0,20 | 0,20 | 2,20 | 0,52 32 + 0,08 





Wahrend der Saureperiode nimmt das Ca im Harn von 
0,08 g auf 0,14 bis 0,17 g zu und sinkt in der Nachperiode 
auf 0,13 bis 0,06 g, das Mg von 0,09 g im Mittel pro Tag 
auf 0,126 bis 0,16 g, fallt dagegen in der Nachperiode wieder 
auf 0,11 bis 0,09 g herunter. Mit den Faeces wurden wahrend 
der ersten Periode 0,88 g CaO und 0,24 g MgO, wahrend der 
zweiten 0,73 g CaO und 0,22 g MgO, wahrend der dritten 
1,10 g CaO und 0,26 g MgO taglich ausgeschieden. In der 
Saureperiode finden wir also eine Zunahme des Ca und Mg 
gleichzeitige Abnahme derselben in den 
mit den Versuchen von Granstr6ém vollig 


im Harn und eine 
Faeces: dies stimmt 


In der Nachperiode weist das Ca eine bedeutende 
10* 


uberein. 
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Steigerung auf, wahrend das Mg kaum den normalen Wert 
iibertrifft. Was die Bilanz betrifft, finden wir in der Saure- 
periode einen Ca-Ansatz, in der Nachperiode einen starken Ca- 
Verlust: die Mg-Bilanz zeigt gleiche Schwankungen, aber in 
geringerem Grade. 

Versuch 2. 

Mannlicher Hund, Gewicht 24 kg, erhalt taglich 800 g 
Pferdefleisch und Wasser. Am 1. Tage der zweiten Periode 
wurden dem Futter 1,85 g, am 2. Tage 3,61 g, am 3. Tage 
5,42 g HCl zugefiigt. Die Versuche ergaben folgendes: In der 
Vorperiode wurden durch den Harn im Mittel pro Tag 1,61 g 
NH,, 3,35 g K-+-Na, 0,064 g CaO und 0,123 g MgO ausge- 
schieden. In den 3 Tagen der Saureperiode stiegen NH, auf 
1,76—3,56—4,59 g, K-+-Na auf 3,98—5,41—4,96 g an. In 
der Nachperiode sinken letztere, wihrend das NH, sich iiber 
dem taglichen Mittelwert der Vorperiode hielt (3,21—2,16—2,09 g), 
unter den Mittelwert der Vorperiode herab. 

In diesem Versuche wichst also die im Harn ausgeschiedene 
Menge von Kalium und Natrium, sobald die Salzsaurezulage er- 
folgt, rasch an und erreicht schnell, unmittelbar nach Aufhéren 
derselben, Werte, die sogar unter der Norm liegen. Die auf- 
fallende NH,-Zunahme dagegen halt wahrend der ganzen Nach- 
periode an. 

In der folgenden Tabelle ist die Ca- und Mg-Bilanz zahlen- 
maBig zusammengestellt. 
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© Einnahme Bilanz 
i Harn Kot 
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8 | 0,46 | 1,25 | 0,19 | 0,37 | 0,81 | 0,54 | —0,54 | +0,34 
3 | 0,51 | 1,28 | 0,22 | 0,40 | 0,93 | 050 | —0,64 | +0,38 
3 | 0,44 | 1,25 | 0,26 | 0,39 | 2,13 | 090 | —1,95 | —0,04 
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Wiihrend der Saéureperiode zeigten das Ca, wie auch das 
Mg, fast keine Zunahme: in der Nachperiode ist nur ein sehr 
geringes Ansteigen des Kalkgehalts erkennbar. 

Die Ausscheidung im Kot, die normal in der Vorperiode 
0,27 g CaO und 0,18 g MgO im Mittel pro Tag betragt, steigt 
in der Saiureperiode bis auf 0,31 g CaO und 0,16 g MgO und 


ee eet ee 

















Wirkung der HC! auf die Alkaliausscheidung. 147 


in der Nachperiode bis auf 0,71 g CaO und 0,30 g MgO an. 
Gleichzeitig mit der Saurezufuhr ist demnach kein bedeutender 
Ca- und Mg-Verlust zu beobachten, in der Nachperiode da- 
gegen ein solcher deutlich vorhanden. Wie kommt dieser 
spate Mineralverlust zustande? Es liegt nahe anzunehmen, daB 
der K6érper einen Reservevorrat an NH,, K und Na im Blute 
speichert und die resorbierte Salzsiure mit dieser sich zuerst 
verbindet. Spiterhin ist die Alkalireserve aufgebraucht, also 
miissen nun das Ca und Mg der Knochengewebe zur Aus- 
nutzung gelangen. 

Vielleicht aber zerstéren die Saéuren, die im Blute resor- 
biert sind, eine gewisse Menge von EiweiBkérpern, damit 
werden andere Sauresubstanzen frei gemacht, wobei andere 
Alkalien ausgeschieden werden. 


Versuch 3. 

Kaninchen, Gewicht 2,660 kg: tagliches Futter besteht aus 
600 g Blumenkohlblatter. In der Saéureperiode wurden ca. 50 
— 100 — 200 — 300 ccm von einer ®/,,-Salzsiurelésung mittels 
Magensonde eingefiihrt. Auf das Befinden des Tieres hatte 
diese Verabreichung keinerlei Einwirkung. Die Verhiltnisse 
in der Harnausscheidung waren folgende: Wahrend der Vor- 
periode wurden tiaglich im Mittel ausgeschieden: NH, 0,066 g, 
K --- Na 1,92 g, CaO 067 g, MgO 0,24; in den 4 Tagen der 
Saureperiode bzw. NH, 0,065 — 0,074 — 0,092 — 0,089 g, K+- Na 
2,49 —- 2,28 — 1,98 g, CaO 0,79 — 0,89 — 0,93 — 1,18 g, Mg00,25 
— 0,31 —0,48— 0,51 g. Wahrend der Nachperiode (die Zahlen 
vom 2. Tage fehlen) bzw. NH, 0,086 —0,078 g, K + Na 1,90 
— 2,24 g, CaO 1,13 — 0,86 g, MgO 0,47 — 0,26 g. 

In diesem Versuche ist die durch den Harn ausgeschiedene 
Kalkmenge auffallend groB. Diese reiche Kalkausscheidung 
beweist eine starke Durchlassigkeit der Kaninchennieren fiir 
Kaik. Auf diesen Zustand wurde schon von Lafayette, 
Mendel, Stanley und Benedikt hingewiesen. Diese Au- 
toren fanden in der Tat, da8B das intravenés injizierte Chlor- 
calcium bei Kaninchen im Verhiltnis von 50 bis 60°/,, bei 
Hunden im Verhiltnis von 15 bis 20°/, durch den Harn aus- 
geschieden wird. 

Was die neutralisierende Wirkung gegen Saure betrifft, 
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so wird sie in diesem Versuche iiberall durch Kalk und Ma- 
gnesium, zweitens durch Natrium und Kalium, schlieBlich in 
sehr geringem Grade durch Ammoniak herbeigefiihrt. 

Die Resultate der Faecesanalysen sind folgende: Wahrend 
in der Vorperiode 0,51 g CaO und 0,08 g MgO taglich ermittelt 
wurden, so finden wir in der Saureperiode 0,91 g CaO und 
0,13 g MgO. Diese Werte fallen in der Nachperiode wieder 
bis auf 0,82 g CaO und 0,11 g MgO. Die Kalkbilanz in der 
Vorperiode war stark positiv, in der Saéureperiode wie in der 
Nachperiode nur schwach positiv. 

Die Salzsiurezufuhr hat also bei diesem Kaninchen eine 
starke Ca- und Mg-Ausscheidung bewirkt, und zwar mehr auf 
dem Wege durch den Harn als durch die Faeces. AuBerdem 
war eine kaum deutliche K- und Na-Ausscheidung zu _ kon- 
statieren, wihrend die NH,-Abgabe unbeeinfluBt blieb. 


Versuch 4. 

Kaninchen, im Gewicht von 2,300 kg, wird mit 200g 
Maismehl, 50 g Wei&brot und 200 g destilliertes Wasser taglich 
gefiittert. Wiahrend der zweiten Periode bekam es tiiglich an- 
statt 200 g nur 100 g Wasser, aber dafiir 100 g einer 4/,,-Salz- 
siureloésung. Mit dieser Kost erhielt das Tier in jeder Periode 
0,28 g CaO und 0,24 g MgO. 

Harnausscheidung: 
Vorperiode (durchschnittlich pro Tag): 
NH, 0,07 g, K-+- Na 1,32 g, CaO 0,18 g, MgO 0,13 g. 
Saureperiode: 
NH, 0,075 g, K +- Na 1,75 g, CaO 0,31 g, MgO 0,23 g. 
Nachperiode: 
NH, 0,065 g, K-++ Na 1,40 g, CaO 0,25 g, MgO 0,21 g. 
Kotabgabe: 
Vorperiode (in ganzen): 
CaO 0,19 g, MgO 0,14 g. 


Saureperiode: 

CaO 0,34 g, MgO 0,19 g. 
Nachperiode: 

CaO 0,21 g, MgO 1,16 g. 
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Auch in diesem Falle entzieht sich das NH, fast ginzlich 
dem SalzsiiureeinfluB. K-+- Na vermehren sich voriibergehend 
im Harn, Ca und Mg zeigen dagegen eine deutliche und dau- 
ernde Zunahme im Harn wie auch im Kot. Die Ca-Bilanz, 
die gleich zu Beginn schwach negativ war, weist spiiterhin 
starke Verluste auf. 

Versuch 5. 

Versuchsobjekt: Mann (R. Raphael), 62 Jahre alt, K6rper- 
gewicht 56 kg; leidet seit 3 Monaten an Magenbeschwerden: 
deutliche Abmagerung. Probemahlzeit nach Leube-Riegel 
wird nach 2*/, Stunden mittels Sonde ausgehebert: Gesamt- 
aciditaét 0,14°/,,, keine freie Salzsiure, Milchsiurereaktion fiallt 
kaum positiv aus. Diagnose: Magenkrebs. Patient genoB tiig- 
lich: 2000 g Milch, 2 Eier, 600 g, 500 ccm Wasser: am 4., 5., 
auBerdem bzw. 3, 6, 8 g konzentrierter Salzsiure 


6. Tage 
Diese Kost enthielt 3,81 g CaO und 


== 1,35, 2,31, 3,61 HCl. 
0,75 g MgO. 
Harnausscheidung: 
Vorperiode (Durchschnitt pro Tag): 
NH, 0,60 g, K-++- Na 4,66 g, CaO 0,35 g, MgO 0,126 
Saureperiode (im einzelnen Tag): 

NH, 0,96 — 1,19 — 1,26 g, K + Na 5,25 — 6,19 — 5,60 g, 
CaO 0,47 — 0,39 — 0,42 g, MgO 0,11 — 0,12 — 0,13. 
Nachperiode (Durchschnitt pro Tag): 

NH, 0,92 g, K + Na 4,47 g, CaO 0,40 g, MgO 0,09 g. 

In der folgenden Tabelle ist die Ca- und Mg-Bilanz zu- 
sammengestellt: 


g 
5: 
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CaO | MgO 
g | ge 


CaO MgO 
- g 


CaO | MgO. 
ge | gs 


CaO 
g 


MgO 
| g 














11,43 2,24 
11,43 | 2,24 
11,48 | 2,24 





Wenn wir die Ergebnisse 
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96 
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+ 4,45 
+ 3,08 


+ 3,42 | 


+ 0,05 
— 0,09 
— 0,18 


der an dieser Versuchsperson 


angestellten Versuche betrachten, so erhellt, da8 wahrend der 
Saureperiode iiberall das NH, und K +- Na im Harn zunehmen, 
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mit dem Unterschiede, daB die vermehrte NH,-Ausscheidung 
auch in der ganzen Nachperiode fortdauert, die K +-Na-Zu- 
nahme dagegen schon am ersten Tag der Nachperiode ver- 
schwindet. Auch der Ca-Gehalt zeigt eine gelinde Steigerung 
im Harn, waihrend das Mg unverandert bleibt. 

In den Faeces kénnen wir wihrend der Vorperiode eine 
tiigliche Kalkmenge von 1,95g (=51°/, des eingefiihrten 
Kalkes), wihrend der Saureperiode 2,39 g (= 63°/,) und in 
der Nachperiode 2,27 g (= 60°/,) konstatieren. Auch das Mg 
in den Faeces der Saiureperiode, und noch mehr in jenen der 
Nachperiode, wiachst deutlich: folglich wird hier die Bilanz stark 
negativ. 

Man kann also sagen, daB die Wirkung der Salzsiure auf 
die Gesamtalkaliausscheidung beim Menschen ahnlich wie beim 
Hunde verlauft, da im Harn stets NH, und K-+-Na, im Kot 
Ca und Mg ausgeschieden werden. 


Versuch 6. 

Weiter habe ich untersucht, welchen Einflu8 Zufuhr von 
Schweinemagensaft in Form des franzésischen Praparates ,,Dys- 
peptin“ auf die Alkaliausscheidung ausiibt. 

Ein Mann verzehrte tiglich 2000 g Milch, 1000 g Suppe, 
4 Kier; auBerdem in der zweiten Periode taglich 80—120—120g 
Dyspeptin. 

Die Ergebnisse sind folgende: 

Harnausscheidung: 
Vorperiode (Durchschnitt pro Tag): 
NH, 0,66 g, K+ Na 4,60 g, CaO 0,34 g, MgO 0,16 g. 
Saureperiode (jeden Tag): 

NH, 0,66 — 0,85 — 0,83 g, K+ Na 4,47 — 4,90 — 4,73 g, 
CaO 0,34 — 0,35 — 0,33 g, MgO 0,15 — 0,17 — 0,16 g. 
Nachperiode (Durchschnitt pro Tag); 

NH, 0,67 g, K -+ Na 4,68 g, CaO 0,32 g, MgO 0,16 g. 


Kotabgabe: 
Vorperiode (Durchschnitt pro Tag): 
CaO 1,61 g, MgO 0,34 g. 
Saureperiode: 

CaO 1,72 g, MgO 0,30 g. 




















Wirkung der HCl auf die Alkaliausscheidung. 151 


Nachperiode: 
CaO 1,81 g, MgO 0,39 g. 


Aus diesen Daten ist zu ersehen, daB eine geringe Zu- 
nahme im Gehalt an NH, und K-+ Na eingetreten ist; die 
letzteren kénnen jedoch von dem im Dyspeptin enthaltenen 
Na stammen. Das Calcium in den Faeces ist unbedeutend 
vermehrt. Ob dies aber auf Konto der Saurewirkung oder 
auf ungenaue Kotabgrenzung zu setzen ist, ist die Frage, da 
bei dieser kalkreichen Diat einige nicht zur richtigen Periode zu- 
gerechnete Gramme Kot ungeheure Fehler verursachen kénnen. 
Wenn ich nun meine Untersuchungen zusammenfassend be- 
trachte, so kann ich daraus folgende Schliisse ziehen: 

1. Bei dem mit animalischer oder vorzugsweise animalischer 
Nahrung gefiitterten Hunde erzeugt die Salzsiurezufuhr eine 
auffallende Zunahme des NH, und K + Na im Harn, nur 
mit dem Unterschied, daB K--Na rasch und voriibergehend 
reagieren; die NH,-Ausscheidung dagegen dauert nach Auf- 
héren der Saureperiode fort. 

Die Ca- und Mg-Ausscheidung im Harn wird nicht er- 
heblich beeinfluBt. Jedoch ist die Abgabe durch den Kot 
deutlich vermehrt, besonders trifft dies fiir Ca zu. Wenn das 
Tier eine ungeniigende Menge von Kalksalzen mit der Nah- 
rung einnimmt, kann ein Kalkverlust der Gewebe eintreten. 


2. Bei dem mit frischem und kalkreichem Kohl gefiitterten 
Kaninchen bewirkt die Salzsiurezufuhr eine starke Steigerung 
des Ca- und Mg-Gehaltes und eine schwachere von K + Na 
im Harn; die NH,-Menge bleibt dagegen so gut wie unver- 
andert. Auch in den Faeces ist das Ca vermehrt, aber 
weniger als im Harn. Bei dem mit kalkarmer Nahrung ge- 
fiitterten Kaninchen trat nach Verabreichung von Salzsaure 
ein starker Ca-Verlust der Gewebe ein. 


3. Bei Menschen sind die Effekte der Salzsiurezufuhr ahn- 
lich wie bei Hunden, da im Harn die NH,- und K- Na- 
Menge anwiachst, nicht aber, oder fast nicht, der Gehalt an 
Ca und Mg. Diese letzteren kommen dagegen vermehrt in 
den Faeces zur Ausscheidung. Bei Einfiihrung kleiner Quanti- 
titen Salzsiure (Dyspeptin) reagiert nur NH, und vielleicht 
auch K + Na. 
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Die alte Ansicht, da bei Saéureintoxikation das NH, als 
einzige und hauptsichliche neutralisierende Substanz wirkt, ist 
auf Grund der Ergebnisse meiner Arbeit nicht richtig. Ver- 
anlassung zu dieser irrtiimlichen Auffassung war der Umstand; 
da8B man die Kalkausscheidung durch den Darm nicht genau 
kannte. Man kann dagegen annehmen, da die Salzsdiurezu- 
fuhr den Gehalt des NH, und K-+ Na im Harn in verschie- 
denen Verhiltnissen zueinander, je nach der Art der Diat, er- 
hoht. In den Faeces bewirkt sie eine mehr oder weniger groBe 
Steigerung des Ca und Mg, die von der Menge der eingefiihrten 
Saiuren abhingig ist. Es scheint unmdglich, eine graduelle 
Reaktionsempfindlichkeit der verschiedenen Alkalien gegen 
Siiuren aufzufeststellen. Wir sind jedoch zu der Vermutung be- 
rechtigt, daB, wenigstens bei fleischfressenden Tieren und Men- 
schen, NH, und Na in dieser Beziehung wegen ihrer Verbrei- 
tung im Organismus an erster Stelle stehen; weiterhin folgen 
K, Ca und endlich Mg. 














Uber den Ca- und Mg-Stoffwechsel bei Hyperchlorhydrie. 
Von 
Rizzardo Secchi. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Pathologie der Universitat Bologna.) 


(Eingegangen am 15. Juni 1914.) 


In der voraufgehenden Arbeit konnte ich zeigen, daB Salz- 
siurezufuhr bei Menschen nicht nur eine Zunahme der NH,- 
und der K-+ Na-Menge im Harn bewirkt, sondern auch eine 
deutliche Abgabe des Ca und Mg durch den Kot. Diese Er- 
scheinungen waren auch frither nicht unbekannt, da schon 
andere Autoren, wie Rudel und v. Limbeck, durch Saure- 
darreichung einen solchen Ca-Verlust gefunden hatten. Uber 
einen exakten Ca-Umsatz unter diesen Bedingungen liegen je- 
doch nur wenige Angaben in der Literatur vor. 

Es erschien uns nun sehr interessant zu erfahren, ob auch 
die im Kérper unter pathologischen Verhaltnissen entstehende 
Saurezunahme einen ahnlichen EinfluB auf den Ca- und Mg-Stoff- 
wechsel ausiibt wie die experimentelle Saureentgiftung. v. Lim- 
beck hat zahlreiche Untersuchungen an Kranken, bei denen 
eine endogene Saureintoxikation héchstwahrscheinlich vorhanden 
war, angestellt und oft eine auffallend vermehrte Kalkaus- 
scheidung gefunden. Ahnliche Ergebnisse erhielten Neubauer, 
v. Noorden, Gerhard und Schlesinger bei Diabetes mit 
Acidose. Reale beobachtete im Harn von Gichtkranken mit 
Saureintoxikation neben phosphorsaurem Kalk auch schwefel- 
sauren Kalk, was darauf hinzuweisen schien, daB ein Teil der 
pathologisch gesteigerten Schwefelsiure mit dem Kalke gebunden 


ausgeschieden wurde. 

Die Zunahme der Sauren im Ko6rper, die durch iibermaBige 
Garung im Magen entstehen, zeigt ahnliche Wirkung auf den 
Kalkstoffwechsel. Robin und Ferrier glauben, daB die Ver- 
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dauungsstorungen als eine gewohnliche und deutliche Ursache 
der Kalkverarmung des Organismus anzusehen sind. Ferrier 
machte die Beobachtung, daB bei Menschen, die in kalkreichen 
Landern wohnen, oft krankhafte Erscheinungen zu konstatieren 
sind, die wohl sicher auf eine Kalkarmut der Gewebe zuriick- 
gefiihrt werden kénnen, wie z. B. die Zahnkaries. Bei diesen 
Menschen konnte Ferrier schlechte Ernihrungsgewohnheiten 
feststellen, so iibermaiBige Zufuhr von Fetten oder von starke- 
artiger Nahrung. Die subjektiven Leiden sind meistens sehr 
leichter Natur oder fehlen ganzlich, eine sorgfaltige Untersuchung 
kann aber fast immer pathologische Symptome, wie Magen- 
erweiterung, Magenbrennen, Mageninhaltsstauung diagnostizieren. 
Nach Ferrier ist auch bei der Zahnkaries der Kinder beim 
ersten ZahngebiB die Ursache in Diatfehlern und Verdauung:- 
st6rungen zu suchen. 

Teissier und Charrin konnten Kalkverlust der Gewebe 
bei Tieren, die nach einer iibermaBigen und unrationellen Fiitte- 
rung an deutlichen Verdauungsbeschwerden litten, beobachten. 

Loeper hat Kalkbestimmungen in den Faeces bei ver- 
schiedenen Magen- und Darmkrankheiten vorgenommen, mit 
dem Befunde, daB haufig der ausgeschiedene Kalk den ein- 
gefiihrten, besonders bei Enteritis und Oxallithiasis, an Menge 
iibertrifft. 

Bei Hyperchlorhydrie sind in dieser Richtung wenige und 
mangelhafte Untersuchungen gemacht worden: nur Loeper 
und Béchamp sahen, daB die Kalkmenge im Kot dabei 70 bis 
90 und 140°), des aufgenommenen Kalkes betragen kann, 
wihrend der normale Mittelwert sich auf 50°/, belauft. 

Um an eine andere mégliche Ursache der vermehrten 
Kalkausscheidung zu erinnern, will ich die Tatsache er- 
waihnen, daB Loeper in den Faeces einer Frau mit hoch- 
gradiger Aciditaét des Speichels 85°/, des eingefiihrten Kalkes 
und im Harn eine absolute tigliche Menge von 0,45 g CaO 
ermittelte. Es scheint also sicher, daB die Saurebildung im 
Magendarmkanal entweder durch iibermaBige Garung der 
Nahrung oder durch unregelmaBige Magensaftsekretion, wie 
auch durch Anomalien im intermediiren Stoffwechsel Kalk- 
verlust bedingen kann. Wie schon oben angedeutet, weisen 
die vorgenannten Arbeiten der franzésischen Autoren Mangel 
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und Unvollstandigkeiten auf, namentlich was die Hyperchlor- 
hydrie betrifft. Systematische Untersuchungen iiber den Kalk- 
stoffwechsel bei dieser Krankheit sind noch nicht gemacht 
worden. 

Diese Liicke sollten nun meine Untersuchungen ausfiillen. 

Vor allem habe ich die normalen Grenzen iiber den Ca- 
und Mg-Stoffwechsel bei Gesunden festzustellen gesucht, da 
dariiber bei den verschiedenen Autoren keine vdllige Uberein- 
stimmung herrscht. In der folgenden Tabelle habe ich die 
Ergebnisse meiner Untersuchungen an Gesunden nebst jenen 
von Renvall und Bertram zusammengestellt. 
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s Einnahme Kot 
wo [Sle Lapesie ES 
Autor | 2 | 2/5 | fo | | %p des 
21a} CaO MgO} CaO | einge- | MgO] CaO | einge- |MgO 
All| ie tihtten| fuhtten| © | C80 | MgO 
kg g g g |Kalkes| g & |Kalkes) g L 
Secchi [4 2169l2014,80 | 0,72 0,458) 9,60 [0,226)2,56 |53 10,54 [41,78 —0,046 
- 5 7157]70/3,65 | 0,52 10,842) 9,36 0,162]1,61 | 44 10.339 + 1,65 |4+ 9,02 
” + 161/20]1,50 | 0,70 |0,293) 19,50 0,173 0,814) 54 0,462]+ 0,393|+ 0,048 
* B 156}6210,70 | 0,50 |0,214; 30,0 0,138]0,39 | 55,70 aoe + 0,096 /— 0,044 
8 Mg 
Renvall 3 —|—]1,48 0,41210,649! 44.0 |0,189]0,664) 49  ‘'0,286]+ 0,173\— 0,013 
Te om 0,86 |0,499]0,507| 58,0 (0,132 0,325) 37 ~—s- |0,826]+ 0,028 + 0,041 
Bertram|jo |—/—/0,385| — |0,167'43,.0 | — |0,233:60 | — |—0,015) — 


Aus diesen Zahlen geht deutlich hervor, daB die durch 
den Harn ausgeschiedene Kalkmenge zwischen 9 und 58°), des 
eingefiihrten Kalkes schwanken kann. Bei demselben Individuum 
halt sich aber die im Harn ausgeschiedene Kalkmenge, auch 
bei verschiedener Kalkzufuhr, auf fast konstanten Werten. Ver- 
schiedene Personen dagegen weichen in dieser Beziehung stark, 
auch bei gleicher Kalkzufuhr, voneinander ab. Einige Menschen 
kénnen scheinbar nicht mehr als 0,10 bis 0,20 g CaO im 
Urin taglich ausscheiden, andere jedoch Mengen bis zu 1 g CaO. 
Hieraus kann man ohne weiteres verstehen, daB die Angaben 
iiber den Ca-Umsatz jener Autoren, die ihre Analysen auf den 
Harn beschrankt hatten, keinen Wert besitzen. 

GroéBere Bedeutung hat hingegen die Ca-Abgabe durch 
den Kot. 

Auf Grund meiner Untersuchungen darf man annehmen, 
daB die Kalkmenge der Faeces 40 bis 60°), des dargereichten 
Kalkes entspricht. 
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Es muS aber betont werden, daB diese Zahlen keinen 
absoluten Wert darstellen, sondern immer im Verhiltnis zur 
eingefiihrten Kalkmenge berechnet werden miissen. Bei kalk- 
armer Diat nahert sich also die Gesamtmenge des aus- 
geschiedenen Kalkes derjenigen des eingenommenen, und bei 
kalkreicher Diat ist die resorbierte Kalkmenge im Verhialtnis 
zum eingefiihrten Kalk immer kleiner, die Abgabe durch den 
Kot infolgedessen immer stirker. 

AuBerdem wissen wir, gestiitzt auf die Arbeiten von 
Forster, Zweifel, Blauberg und SchloBmann, daB der 
kindliche Organismus intensiv bestrebt ist, Kalk zuriickzuhalten, 
wahrend beim gesunden erwachsenen Menschen zweifellos eine 
Tendenz zum Ca-Gleichgewicht besteht. Aus der vorliegenden 
Tabelle ist auch ersichtlich, daB der Kalkumsatz bei ver- 
schiedener Einfiihrung von 0,40 g bis auf 1,50 g CaO im Gleich- 
gewicht bleibt. AuBerhalb dieser Grenzen tritt bei Gesunden 
Ca-Verlust bzw. Ca-Ansatz ein. 

Nach meinen analytischen Befunden lassen sich folgende 
Satze fiir den Kalkstoffwechsel bei gesunden erwachsenen 
Menschen aufstellen: 

i. Die durch den Kot ausgeschiedene Kalkmenge ent- 
spricht 40 bis 60°/, des eingefiihrten Kalkes. 

2. Bei Einfiihrung von 0,40 bis 1,50 g CaO bleibt die 
Bilanz im Gleichgewicht oder zeigt einen geringen Ca-Ansatz. 

Manchmal wird auch die Kalkausscheidung durch den 
Harn von einiger Wichtigkeit sein. Wir haben schon gesagt, 
daB es Menschen gibt, die durch die Nieren nur eine sehr 
geringe Menge von Kalk ausscheiden; bei diesen wird natiirlich 
die Ca-Abgabe durch den Kot 60°/, des eingefiihrten Kalkes 
iibertreffen, ohne da’ die Bilanz tiber die normalen Grenzen 
hinausgeht. Endlich ist von vielen Forschern dargetan worden, 
daB Art und Intensitaét des Kalkumsatzes auch von der Quanti- 
tit und Qualitat der Nahrung abhangt. 

Zu einer richtigen Beurteilung iiber den Kalkstoffwechsel ge- 
langt man folglich erst, wenn man alle vorgenannten Bedingungen 
und Modifikationsmomente auf das sorgfaltigste beriicksichtigt. 

Was den Mg-Stoffwechsel betrifft, so stimmen meine Unter- 
suchungen mit jenen von Renvall, Bunge und Bertram gut 
iiberein. Nach diesen Autoren ist das Magnesiumbediirfnis in 
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der Nahrung fiir den Erwachsenen auf héchstens 0,50 bis 0,60 g Mg 
pro die zu berechnen. Aus Bertrams Versuchen geht hervor, 
daB sich bei einer Einnahme von 0,73 g Mg stets eine, wenn 
auch geringe, positive Bilanz ergab, sowie aus Gramatchi- 
kows Versuchen, daB bei 0,40 bis 0,80 g Mg in der Regel ein 
Ansatz von Magnesium erfolgte. 

Meine Versuche wurden an vier Fillen von Hyperchlor- 
hydrie ausgefiihrt. 


Versuch 1. 


8S. D., Bauer, 59 Jahre alt. Keine schweren Krankheiten in der 
Anamnese. Seit 6 Monaten Magenbeschwerden, Magendriicken, brennende 
Empfindung in der Magengegend und saures AufstoBen. Appetit unver- 
andert. Verstopfung. Kein Erbrechen. Ernahrungszustand des Kérpers 
gut. Gewicht 57 kg. Die Magenausspiilung, morgens niichtern, zeigt 
keinen Mageninhalt. 

Probemahlzeit von Leube-Riegel, nach 2'/, Stunden ausgehebert. 
Menge 100ccm. Gesamtaciditaét 3,88°/,,. Freie Salzsiure 1,35°/,,. Keine 
Milchsiure. 

Patient genoB taglich: 200 g Milch, 200 g Kaffee, 200 g Rindfleisch, 
30 g Butter, 180 g WeiBbrot, 600 g Suppe, 500 g Wasser und 500 g 
Rotwein. 





Einnahme Harn Kot Bilanz 


Tage! CaO | MgO |Menge| CaO | MgO | CaO | MgO | CaO | MgO_ 
. ae ee g g g g 


{| 


| 1475 | 0,20 | 0,19 | 

| 1550 | 0,198 0,195 | 

ot 1460 | 0,182 | 0,20 =~ a 
6,23 3,45 1135 | 0,19 | 0,188 | 4,36 1,66 |+ 0,686)+ 0,02 


1220 | 0,204 | 0,24 
1350 | 0,21 | 0,258 


Ome CO DO i 














Versuch 2. 

G. Ludwig, 31 Jahre alt. Seit einigen Jahren epigastrische Schmerzen 
nach der Mahlzeit, mit starkem brennenden Gefiihl im Rachen. Die 
Schmerzen hérten nach Einnehmen von doppeltkohlensaurem Natron auf. 
Kein Erbrechen. Obstipation. Gesamternahrung gut. Gewicht 60 kg. 

Magenausspiilung, morgens niichtern, ergibt keinen Inhalt. 

Probemahlzeit von Leube-Riegel, nach 2'/, Stunden herausgehebert ; 
Menge 160 ccm. Gesamtaciditit 3,75°/,,. Freie Salzsiure 1,20°/,. Keine 
Milchsaure. 

Patient genoB tiglich: 500 g Rotwein, 200 g WeiBbrot, 200 g Rind- 
fleisch, 200 g Kaffee, 50 g Schinken, 600 g Suppe, 500 g Wasser. 
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Einnahme Harn Kot Bilanz 

Tage} Cad | MgO | CaC | MgO | CaO | MgO | CaO | MgO 
gi B g | g ae ie & 
| 0,118 | 0,154 | 

1,95 | 1,44 2] 0109 | 0.156 |$ 1,25 
| 0,106 | 0,159 














| 0,86 | + 0,367 | + 0,105 


| 


| 
| | 














CO DO 


Versuch 3. 

F. G., 58 Jahre alt. Seit 3 Jahren Magenbrennen und saures Auf- 
stoBen nach den Mahizeiten. Seit 6 Monaten Erbrechen von stark saurer 
Magenfliissigkeit, besonders waihrend der Nacht. Einmal Magenblutung. 
Appetit gut. Verstopfung. Ernihrungszustand schlecht. Gewicht 
45,400 kg. 

Bei Magenausspiilung, morgens niichtern, kein Inhalt. 

Ewalds-Friihstiick, nach 1 Stunde herausgehebert; Menge 70 g. 
Gesamtaciditét 2,55°/,. Freie Salzsiiure 1,80°/,,. Keine Milchsaure. 

Probemahizeit von Leube-Riegel, nach 2'/, Stunden per Magen- 
sonde herausbeférdert; Menge 170 g. Gesamtaciditit 4,28°/,. Freie 
Salzsiure 2,04°/,,. Keine Milchsaure. 

Der Kalkstoffwechsel wurde nach kalkarmer und nach kalkreicher 
Diit untersucht. 

Die Ergebnisse sind bei kalkarmer Diat folgende (240 g WeiBbrot, 
100 g Milch, 100 g Kaffee, 100 g Reis, 600 g Suppe, 200 g Rindfleisch, 
800 g Wasser): 









































Einnahme | Harn | Kot Bilanz 
Tage} CaO | MgO | CaO | MgO | CaO | MgO | CaO | MgO 
ee a ea Re ee 
1 | 0,282 | 0,132 | | 
2 |) 2,16 | 10382] 0,269 | 0,128 |} 3,16 | 1,06 | —1,88 |—0,413 
3 | 0,280 | 0,131 | 
Bei kalkreicher Diat (2000 g Milch, 3 Eier, 600 g Suppe): 
| Einnahme | — Harn ae “eae aa ae 
Tage} CaO | MgO | CaO | MgO | Cad | MgO | Cad | MgO 
oS ee ee ee . 2s 
1 0,350 | 0,270 | | 
2 | 0,336 | 0,266 
3 [$1825 | 3,55 21 0,340 | 0,272 |$11,86 | 2,16 | +4,65 | +0,05 
4 0,372 | 0,268 | 
5 0,345 | 0,271 
Versuch 4. 


Kutscher, 67 Jahre alt. Wahrend des Winters 1908 epigastrische 
Schmerzen nach den Mahlzeiten, spiter Besserung. Seit 2 Jahren wieder 
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Schmerzen. Seit 8 Monaten Erbrechen und einmal Magenblutung. Ge- 
samternahrung schlecht. Gewicht 47 kg. 

Bei der Magenausspiilung, morgens niichtern, wurde eine groBe 
Menge von Mageninhalt gewonnen. Gesamtaciditiit 3,17°/,.. Freie Salz- 
siure 2,73°/,,. Milchséure-Reaktion kaum positiv. 

Probemahlzeit von Leube-Riegel, nach 21/, Stunden herausgehebert; 
Menge 200 g. Gesamtaciditit 4,0°/,,.. Freie Salzsiure 2,20°/,,. Keine 
Milchsaure. 

Webers Blutreaktion in den Faeces positiv. 

Nach einigen Magenausspiilungen bessert sich die Motilitat des 
Magens, und morgens findet man im Magen nur eine kleine Menge von 
Magensaft. 

Die Resultate des Ca- und Mg-Umsatzes sind folgende: 

Bei kalkarmer Diat (600 g Milch, 200 g Kaffee, 120 g WeiBbrot, 
4 Kier, 50 g Rindfleisch, 10 g Butter): 














Einnahme Harn | Kot ‘Bilans 
Tage} Cad | MgO | CaO | MgO | CaO | MgO | CaO | MgO 
| | | 
i Ts wee Bae ae 


| 0,313 | 0,181 | | 
4,560 | 07904 0,340 | 0,174 tsar | 0,720 | —0,300 | — 0,458 
| 0,340 | 0,172 | | 


Bei kalkreicher Diat (2000 g Milch, 2 Eier, 600 g Suppe): 








} 
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nore 
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Einnahme Harn Kot = Bilanz 
Tage} Cad | MgO | CaO | MgO | CaO | MgO | CaO | MgO 
MAudnmne whan 4 ae g 
1 0,426 | 0,17 | | 
2 1410.83 | 2,16 2] 0,450 | 0,182 {$689 | 1,98 | +2,64 | —0,35 
3 | 0,432 | 0,173 | 


Wenn wir nun vorliegende Untersuchungen kritisch be- 
trachten, so finden wir, daB der Ca- und Mg-Umsatz sich bei 
den ersten Kranken wesentlich verschieden von dem der letzteren 
verhielt. 

In dem ersten Falle, bei taglicher Zufuhr von 1,0 g CaO, 
wurden durch den Harn 18°/,, durch den Kot 64°/, des ein- 
gefiihrten Kalkes ausgeschieden. Die Ca-Bilanz zeigte einen 
tiglichen Ansatz von 0,16 g CaO. Obwohl die Kalkmenge der 
Faeces 60°/, des eingenommenen Kalkes iibertrifft, kann man 
hier den Ca-Stoffwechsel als einen normalen ansprechen. 

Ebensowenig stellte sich ein Mg-Verlust ein, da die Mg- 
Bilanz sich auch bei der kleinen Dosis von 0,53 g Mg positiv 


verhielt. 
Biochemische Zeitschrift Band 67. ll 
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Im zweiten Falle, bei taglicher Zufuhr von von 0,65 g CaO, 
fanden sich im Harn 16,90°/,, im Kot 64°/, des einverleibten 
Kalkes wieder. Die Bilanz zeigte einen taglichen Ansatz von 
0,123 g CaO. Auch hier ibersteigt die Kalkmenge im Kot 
also kaum die von uns festgestellte normale Grenze. Die Ca- 
Abgabe durch den Harn ist jedoch so klein, daB die Ca-Bilanz 
vollig der Norm entspricht. Was den Mg-Umsatz betrifft, so 
finden wir eine positive Bilanz bei taglicher Zufuhr von 0,48 g 
MgO. Also handelte es sich nicht um Mg-Verlust, vielleicht 
eher um eine gewisse Mg-Retention. 

Ganz verschieden fallen die Ergebnisse bei den zuletzt ge- 
nannten Patienten aus. 

In dem dritten Falle, bei kalkarmer Diaét, wurden durch 
den Harn 38°/,, durch den Kot 146°), des eingefiihrten Kalkes 
ausgeschieden. Also hat die Ca-Abgabe die Kalkzufuhr wesent- 
lich tibertroffen, und die Bilanz zeigte infolgedessen einen tig- 
lichen Verlust von 0,61 g CaO. Daraus geht mit Sicherheit 
hervor, daB hier ein unregelmaBiger Ca-Verlust vorlag. Bei 
kalkreicher Diat hat sich die Ca-Ausscheidung durch den Kot 
innerhalb der normalen Grenzen gehalten. 

In bezug auf den Mg-Stoffwechsel war keine Veranderung 
desselben zu konstatieren, da der Kranke sich im Gleichgewicht 
bei taglicher Einfiihrung von 0,71 g MgO verhielt. Dies steht 
mit den Ergebnissen Renvals und Bertrams und mit den 
meinigen vollig im Einklang. 

In dem vierten Falle wurden wahrend der ersten Diat durch 
den Harn 21,70°/,, durch den Kot 85°/, des in der Nahrung 
vorhandenen Kalkes ausgeschieden. Die Bilanz zeigte einen 
taiglichen Verlust von 0,10 g CaO. Bei kalkreicher Diéit war 
die Ca-Abgabe durch den Kot kaum hoher als die Norm in 
den beobachteten Werten (63,70°/, des eingefiihrten Kalkes). 
Auch in diesem Falle war also eine tibermaBige Kalkausschei- 
dung vorhanden, da der Kranke eine negative Bilanz bei Ver- 
abreichung von 1,52 g CaO aufwies. Vielleicht iibertraf auch 
die Mg-Ausscheidung die normale Menge, da bei Zufuhr von 
0,72 g MgO deutlicher Mg-Verlust sich einstellte. 

Man kann nun die Frage aufwerfen, ob die bei den letzteren 
Kranken beobachtete Ca-Ausscheidung von Hyperchlorhydrie 


kausal abhangig sei. 
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Gegen diese Annahme sprechen zwei Uberlegungen: 

1. Bei den ersten Kranken, mit ausgesprochener Hyper- 
chlorhydrie, verhielt sich die Ca-Bilanz wie bei Gesunden. 

2. Bei den anderen Patienten kann der bestehende schlechte 
Ernahrungszustand den Kalkverlust erklaren, da Beneke bei 
fast allen Zustanden chronischer Unterernahrung auffallend groBe 
Mengen von Ca- und Mg-Salzen im Harn gefunden hat. 

AuBerdem méchte ich erwahnen, daB ich bei einem Falle 
von Anachlorhydrie normalen Ca-Umsatz zu beobachten Gelegen- 
heit hatte. Bei diesem Kranken war von einer Unterernihrung 
nicht die Rede. Es la8t sich daraus schlieBen, daB, wahrend 
die Salzsiurezufuhr pragnanten Einflu8 auf den Ca- und Mg- 
Umsatz ausiibt, die Salzsiure des Magensaftes, wenigstens in 
geringer Menge, keine ahnliche Wirkung besitzt. 

Diese Erscheinung harmoniert mit der folgenden, durch 
zahlreiche Untersuchungen gestiitzten Tatsache, daB die Salz- 
siurezufuhr die Indicanausscheidung durch den Harn _ver- 
mindert. Man kénnte nun vermuten, daB auch die Vermehrung 
der Salzsiure bei Hyperchlorhydrie ahnliche Wirkung entfaltet. 
Jedoch fanden Senator, Sokwis, Jaffé, Hennige uw. a. bei 
Hyperchlorhydrie und Magengeschwiiren deutlich vermehrte In- 
dicanmengen im Harn. Auch hier sind also die Wirkungen der 
Salzsiiurezufuhr und der Magensalzsaure nicht identisch. 

Meiner Ansicht nach ist diese Tatsache auf folgende Um- 
stiinde zuriickzufiihren: 

1. Bei einigen Fallen von Hyperchlorhydrie kann man die 
Gesamtmenge der im Magen abgesonderten Salzsiure nicht genau 
berechnen. Also kann es sich dabei nicht um eine absolute 
Vermehrung der Salzsiure, sondern um eine schnellere Abson- 
derung der Magendriisen handeln. Es k6nnen alle klinischen 
Symptome der Hyperchlorhydrie cintreten, ohne die Mineral- 
ausscheidung zu modifizieren. 

2. Wie wir wissen, entsteht die Magensalzsaure durch 
Spaltung des Chlorsalzes im Blute. Parallel mit der im Magen 
abgesonderten Sauremenge (Chlor) ergieBt sich eine entsprechende 
Alkalimenge (Natrium) ins Blut. Es handelt sich also bei Hyper- 
chlorhydrie nicht um eine wahre Vermehrung der Saéuren im 
Kérper, sondern nur um eine Trennung der Sauremolekile von 


den Alkalimolekiilen. 
11° 








let 


es 


ees 


OEE Ns, 


i 








162  R. Secchi: Ca- und Mg-Stoffwechsel bei Hyperchlorhydrie. 


AuBerdem kann die Magensalzsiure wahrend der Ver- 
dauungsperiode organische und anorganische Verbindungen mit 
der Nahrung eingehen. Endlich kann der Speichel, der bei 
diesen Kranken gewohnlich in groBer Menge vorhanden ist, 
einen Teil der Magensalzsdiure neutralisieren. 

Um kurz zu rekapitulieren: in den vorliegenden Versuchen 
ist beobachtet worden, da8 die im Magen abgesonderte Salz- 
siure, wenigstens in bestimmten Grenzen, keinen EinfluB auf 
den Ca- und Mg-Stoffwechsel ausiibt. Jedoch ist die Tatsache 
nicht auszuschlieBen, daB schwere Saurehypersekretion der 
Magendriisen, mit allen begleitenden Verdauungsstérungen, eine 
deutliche Veranderung des Mineralstoffwechsels zu bewirken 


vermag. 











Ober die Nuclease des Serums Gravider und Nephritiker. 
Von 
Nina Kotschneff. 
(Aus dem chemischen Laboratorium des Kaiserl. Instituts fiir 
experimentelle Medizin in St. Petersburg.) 
(Hingegangen am 22. Juni 1914.) 


Nuclease ist den neueren Anschauungen nach der Sammel- 
name fiir eine ganze Reihe spezifisch wirkender Fermente, welche 
die Nucleinsaiure stufenweise bis zu ihren Bausteinen — Purin- 
und Pyrimidinbasen, Phosphorsiure und Kohlenhydraten spalten. 
Im Organismus beginnt die Wirkung der Nucleasen, nachdem die 
Nucleinsiure des Nucleoproteids von den EiweiBkomponenten 
durch proteolytische Fermente losgelést ist. Der Abbau der 
Nucleinsdure geschieht in einer gewissen Reihenfolge, und die 
Moéglichkeit der Wirkung eines jeden Fermentes ist durch die 
Tatigkeit des vorhergehenden bedingt. Zuerst spaltet die Nu- 
cleinase die Nucleinsiure, die als ein Polynucleotid betrachtet 
werden kann, in einzelne Nucleotide, die durch die Nucleotidase 
in freie Phosphorsaure, Purin- und Pyrimidinnucleoside abgebaut 
werden; diese letzteren spaltet die Nucleosidase in Purin- und 
Pyrimidinbasen und freies Kohlenhydrat. Nucleinase, Nucleotidase 
und Nucleosidase sind jedoch nach P. Levene und F. Medigre- 
ceanu!) ebenfalls Sammelnamen fiir ahnlich wirkende Fermente. 

Die nucleolytische Wirkung des Serums und der Organe 
ist fiir den Stoffwechsel von groBer Bedeutung und zeigt bei 
verschiedenen pathologischen Zustiinden mehr oder weniger er- 
hebliche Veranderungen. Die individuellen Schwankungen in 
der Norm sind nicht immer gering. Pighini fand eine Ab- 
nahme der Nuclease bei Alkoholismus und Epilepsie*), Jusch- 
tschenko bei Idiotismus*), Wolter dagegen konstatierte eine 
Steigerung der Nuclease bei Tuberkulose und Carcinom‘). 

1) P. Levene undF. Medigreceanu, Journ. of Biolog. Chem. 9, 1911. 

*) Pighini, diese Zeitschr. 33, 190, 1911. 

3) Juschtschenko, diese Zeitschr. 31, 377. 


*) Wolter, Zur Frage nach den Enzymen des Blutes bei Tuber 
kulose. Dissertation 1913, St. Petersburg. 
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Wir bestimmten die Nuclease in Seren normaler Menschen, 
Nephritiker und bei Graviden in verschiedenen Monaten der 
Schwangerschaft. Da bei Graviditat 6ofters Nephritis konsta- 
tiert wird, ist die nucleolytische Wirkung des Serums Gravider 
und Nephritiker von besonderem Interesse. 


Wir bedienten uns der optischen Methode und benutzten 
einen Polarisationsapparat nach Landolt mit einer Nernstlampe 
als Lichtquelle unter Einschaltung eines geradsichtigen Spektro- 
skops als Monochromator. Das Serum (0,5 ccm) wurde mit 
10 ccm einer 2°/,igen Loésung von hefenucleinsaurem Natrium 
gemischt und direkt in einem 100 mm langen Beobachtungsrohr 
fiir 24 Stunden in den Thermostaten gestellt, und das Drehungs- 
vermégen im Anfang des Versuchs und nach Verlauf der 
24 Stunden bei ein und derselben Temperatur bestimmt. Die 
Resultate unserer Untersuchungen sind in folgenden Tabellen 
dargestellt. 


Nuclease in Seren normaler Menschen. 








Nr. 






































| Erste Ablesung | Letzte Ablesung | Differenz 
| 
1 Manner | 1,98 2,27 0,71 
2 n | 2,01 1,24 | 0,77 
3 - | 2,02 1,32 0,70 
4 » 1,96 1,23 0,73 
5 ” | 1,94 1,12 | 0,82 
6 . | 2,01 1,36 0,65 
7 Frauen | 1,98 1,22 0,76 
8 ” 2,06 1,31 | 0,75 
9 1,98 1,30 | 0,68 
10 . 2,06 134 0,72 
1] ” 1,97 1,24 | 0,73 
12 : | 1,92 118 | 0,79 
13 . 1,99 1,18 | 0,81 
Nuclease in Seren Gravider. 
Zeit der | 
Nr.| Blutentnahme | Erste Ablesung | Letzte Ablesung|; _Differenz 
Schwangerschaft 
1| 3. Monat 198 1,14 | 0,84 
if tee 194 | 1,16 0,78 
Ss! .4 36 | 1,97 1,15 0,82 
a. = 2 4 2,01 | 1,17 0,84 
5 5. on | 2,08 | 1,17 | 0,86 
6 5. - 2,01 1,23 | 0,78 
7 6. ” 1,90 1,02 0,88 





Nuclease des Serums Gravider und Nephritiker. 





‘Zeit der 
Blutentnahme | Erste snemng | | Letzte Ablesung Differenz 
Schwangerechaft} 
9. Monat 1,95 1,03 0,92 
Vor Geburt 2,15 1,18 0,97 
* ” 2,08 1,04 1,04 
” " 2,14 1,16 0,98 
1,90 0,94 0,96 
1,90 0,87 1,03 
1,95 0,94 1,01 
2,04 1,15 0,89 
2,00 1,08 0,92 
2,01 1,11 0,90 
1,81 0,84 0,97 
2,01 | 1,09 0,92 
2,01 0,98 1,03 
1,93 1,03 0,90 
2,07 1,22 0,85 
2,08 } 1,20 0,88 
2,04 1,22 0,82 
2,02 | 1,11 0,91 





Nuclease in Seren von NORRTEN OTD. 
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| Erste Misiones | Letate Able sung Diseees 








Manner 2,02 1,24 » 0,7 78 
" 1,99 1,16 0,83 
1,94 1,19 0,75 

1,98 1,20 0,78 

2,08 1,26 0,82 
2,04 1,26 0,78 
1,97 20 0,77 
1,90 | : 0,78 
1,98 8 0,80 
2,09 | * | 0,72 
2,03 0,82 
2,06 0,78 
” 1,95 0,76 
Frauen 1,98 0,80 
~ 1.96 0,74 

- 2,01 0,72 
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Zusammenfassung. 


In 16 Nephritisfallen konnten keine wesentlichen Abwei- 
chungen in der nucleolytischen Wirkung des Serums konstatiert 
werden. 

Bei 25 Graviden wurde eine geringe im Anfang der Schwanger- 
schaft beginnende, zum Schlu8 zunehmende Steigerung der 
nucleolytischen Wirkung des Serums beobachtet. 











Ober Pflanzenenzyme. 
II. Die Amylase der Kartoffelknolle’). 
Von 
G. Doby. 


(Aus der kgl. ungarischen agrikulturchemischen Versuchsstation zu 
Magyar6var®). 


(Hingegangen am 30. Juni 1914.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Unsere Kenntnisse tiber die Amylase der Kartoffel sind 
noch sehr liickenhaft. 

Zu allererst wurde das Vorkommen dieses Enzyms in keimenden 
Kartoffelknollen in den dreiBiger Jahren des vorigen Jahrhunderts von 
Payen und Persoz erwahnt*). Spiter befaBte sich Baranetzky‘*) 
mit diesem Ferment, konnte es jedoch nur im autolysierten Safte der 
Kartoffel nachweisen. Bei seinen Versuchen iiber die Zuckerbildung in 
Pflanzen bei niederen Temperaturen kommt Miiller-Thurgau®) auch 
zu der Meinung, da8 in ruhenden Kartoffelknollen keine Diastase vor- 
banden sei und die Zuckerbildung durch irgendeinen anderen Grund 
verursacht wiirde. Neuere Forscher erwahnen nur ganz kurz, in Kar- 
toffelknollen sei auch Diastase vorhanden, so Chrzaszcz*), Kosty- 
tschew’), wihrend Heinzelmann®) die Maischversuche von Windisch 
und Jetter®), in denen diese aus einer Kartoffelmaische geringe Mengen 


1) Vorgelegt der mathem.-naturwissensch. Klasse d. Ung. Akad. d. 
Wiss. im Mai 1914. 

®) Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde im chemischen La- 
boratorium der kgl. ung. pflanzenzenphysiol. u. -pathol. Versuchsstation 
vollendet. 

*) Payen und Persoz, Ann. de chim. phys. 53, 73 und 56, 337, 1834. 

*) Baranetzky, Die stirkeumbildenden Fermente in den Pflanzen 
S. 57, 1878. 

5) Miiller-Thurgau, Landwirtschaftl. Jahrb. 1882 und 1885. 

6) Chrzaszez, Wochenschr. f. Brauerei 25, 105, 1908. 

*) Kostytschew, Ber. d. botan. Ges. 31, 125, 1913. 

*) Heinzelmann, Zeitschr. f. Spiritusindustrie 31, 12, 1908. 

*) Windisch und Jetter, Zeitschr. f. Spiritusindustr. 30, 554, 1907. 
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Alkoho! erhielten, nicht durch die Anwesenheit von Diastase, sondern 
durch das Vorhandensein einer geringen Menge Zucker in den Knollen 
zu erklaren glaubt. Mit seiner schénen capillaranalytischen Methode 
fand GriiB*) in verwundeten Knollen Diastase, erwihnt aber, dieselbe 
nur dann nachweisen zu kénnen, wenn die Korkschicht an der verwun- 
deten Stelle eine gewisse Dicke erreicht habe. SchlieBlich ist noch einer 
Meinung Massees*) zu gedenken, nach der die hochgeziichteten Kar- 
toffelsorten weniger Diastase enthalten sollen, als die weniger veredelten. 

Aus alledem ist ersichtlich, daB es noch zweifelhaft war, 
ob in ruhenden Kartoffeln iiberhaupt amylolytische Fermente 
vorhanden seien. 

Mit meinen weiter beschriebenen Versuchen, die ich noch 
Ende 1912 mit dem PreBsafte von Kartoffeln ausfiihrte, konnte 
ich vor allem ganz allgemein feststellen, daS Amylase auch in 
den ruhenden Kartoffelknollen immer vorhanden ist, wenn auch 
ihre Konzentration bei weitem hinter jener der Cerealiensamen 
bleibt. Das Temperaturoptimum dieses Enzyms war bei meinen 
Versuchsbedingungen bei 40°, also viel niedriger, als die meisten 
Amylasen ruhender Pflanzen aufweisen*). Die Kartoffelamylase 
wird bei 100° giinzlich zerstért. 

Am auffallendsten ist unter ihren Aktivatoren das Natrium- 
fluorid, das die Wirkung des Enzyms in einer 2,1°/, igen Lé- 
sung auf das Dreifache erhdhte. Dieses Salz aktiviert z. B. 
auch die Amylase des Malzes*), dagegen wirkt es auf tierische 
Amylasen im allgemeinen hemmend. Meine Versuche zeigten 
also, daB in ruhenden Kartoffeln ein durch Fluornatrium akti- 
vierbares Zymogen der Amylase in betrachtlicher Menge vor- 
handen ist. 

Einen mehr oder weniger hemmenden EinfluB iibt das 
reine Chlornatrium, das Dikaliumhydro- und das Kaliumdi- 
hydrophosphat aus, wihrend sich salpetersaures Kalium indiffe- 
rent verhalt. Wahrscheinlich wird das dialysierte Enzym ein 
anderes Verhalten zeigen. Das Wasserstoff- und Hydroxylion 
wirkt nur in sehr geringer Konzentration aktivierend, héhere 
Konzentrationen hemmen. 


1) GriiB, Zeitschr. f. Pflanzenkrankh. 17, 76, 1907. 

*) Massee, zit. nach Zeitschr. f. Pflanzenkrankh. 20, 99, 1910. 
Das Original stand mir leider nicht zur Verfiigung. 

%) Siehe z. B. die Amylase des Hafers bei Klempin, diese Zeitschr. 
10, 210, 1908. 

*) Abderhalden, Biochem. Handlexikon 5, 558. 
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Einen aktivierenden EinfluB tibt auch der aufgekochte Saft 
der Kartoffel aus; eine ahnliche Aktivierung durch die aufge- 
kochte Originallésung erwahnt z. B. auch Mohr’) beim Malz 
und schreibt sie Siuren oder Amiden zu. Ahnliche Erschei- 
nungen fanden dann noch Wirth und Lintner*) sowie van 
Laer*). Wirth und Lintner meinen jedoch, da8 an dieser 
Aktivierung verschiedene anorganische und organisehe Bestand- 
teile der Flissigkeit beteiligt sein kénnten, welcher Meinung 
ich mich auch anschlieBe. 

Der durch Ton filtrierte Saft der Kartoffelknollen verlor 
eein amylolytisches Vermégen. 

Insbesondere interessierte mich die Frage, welchen para- 
lysierenden EinfluB die Konstitution und Konfiguration ver- 
schiedener Zucker auf die Kartoffelamylase ausiiben. 

Mit der hemmenden Wirkung verschiedener Zucker auf 
Amylase beschaftigten sich schon viele Forscher. Unter den 
ersten ist Baranetzky‘) zu nennen, der den paralysierenden 
Einflu8 von Glucose bewies, welchen EinfluB auf den Vor- 
gang der Zuckerbildung in Pflanzen die Versuche Miiller- 
Thurgaus’) bestatigten. In neuerer Zeit befaBten sich Wohl 
und Glimm in einer eingehenden Arbeit*®) mit der hem- 
menden Wirkung verschiedener Zucker auf Mercksche Diastase. 
Sie kamen zu dem SchluB, daB fiir den paralysierenden EinfluB 
vor allem die Aldehydgruppe des Zuckers verantwortlich zu 
machen sei. 

In meinen Versuchen wendete ich die Zucker in molarer 
Konzentration an, wozu ich durch folgende Uberlegung gelangte: 
Die hemmende Wirkung ist mit groéBter Wahrscheinlichkeit 
einer adsorptionsartigen Bindung des Enzyms seitens der hem- 
menden Verbindung zuzuschreiben‘), wodurch dann schlieBlich 


1) Mohr, Wochenschr. f. Brauerei 22, 501, 1905. 

*) Wirth und Lintner, Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 31, 421 bis 
425, 1908. 

5) van Laer, Bull. Acad. Roy. Belg. 1913, 440. 

*) Baranetzky, |. c. 31 bei Brassica Rapa. 

5) Miiller-Thurgau, Landwirtschaft]. Jahrb. 1885, 795. 

®) Wohl und Glimm, diese Zeitschr. 27, 349, 1910. 

”) Bayliss, Chem. Centralbl. 2, 1095, 1911. — van Laer, Bull. 
Acad. Roy. Belg. 1911, 824, besonders bei Diastase und Maltose, sowie 
Diastase und Starke. Hingegen dufert sich Starkenstein, diese 
Zeitschr. 24, 217, 1910, gegen das Bestehen ahnlicher Verbindungen. 
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Reversionserscheinungen, Synthesen zustande kommen kénnten’). 
Zu diesen ist aber in erster Linie die Aldehyd- bzw. Keton- 
gruppe der Zucker geeignet, und daher ist die Konzentration 
dieser Gruppen von ausschlaggebender Bedeutung. In meinen 
Versuchen zeigte sich die hemmende Wirkung der Zucker in 
ansteigender Reihenfolge, wie folgt: 


Mannose, 

Galaktose, Rohrzucker, 
Arabinose 

Fructose, Milchzucker, 
Glucose, 

Maltose. 


Die Reihenfolge weist darauf hin, daB die Amylase in 
erster Linie durch ihre eigenen Spaltungsprodukte, die Maltose 
und Glucose, in ihrer Wirkung gehemmt wird, und zwar durch 
das niachstliegende Spaltungsprodukt, die Maltose, am stirksten. 
Aus diesen Versuchen geht weiter mit groSer Wahrscheinlich- 
keit hervor, daB bei solchen natiirlichen Enzymsystemen”), die 
ich in meinen Versuchen anwendete, die Reaktion in erster 
Linie durch die Spaltungsprodukte des Substrates, in zweiter 
Linie aber durch jene Zucker gehemmt wird, die im betreffen- 
den Pflanzenteile, in diesem Falle also in den Kartoffelknollen, 
frei oder gebunden vorkommen. In den Pflanzenteilen ist be- 
kanntlich eine ganze Reihe von Enzymen bzw. Katalysatoren 
vorhanden, welche die Hydrolyse der Starke und die Umwand- 
lung ihrer Produkte stufenweise vermitteln und zu denen 
die Amylase, die Amylopektinase, etwa die Dextrinase, die 
Maltase, Invertase, vielleicht eine Glucosidase, Arabane und 
Galaktane hydrolysierende Enzyme usw. zu rechnen waren. 
Dieselben Enzyme (bei der Kondensation der héchsten Stufe der 
Starke etwa die Amylokoagulase) vermitteln aber infolge der 
Anderung der Konzentration, Temperatur usw. auch den ent- 
gegengesetzten Vofgang, die Kondensierung, und daher ist es 


1) AuBer den alteren Arbeiten dieser Richtung von Croft-Hill, 
KE. Fischer, Armstrong, Emmerling usw. beweist dies besonders 
neuerdings eine ganze Reihe schéner enzymatischer Glucosidsynthesen 
Bourquelots, Hérisseys und Bridels im Journ. de Pharm. et de 
Chim. 1912 und 1913. 

*) Euler und Kulberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 14, 1910. 
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verstaindlich, wenn die Wirkung des natiirlichen Enzymsystems 
der Kartoffelamylase vorerst durch die Produkte der Starke- 
hydrolyse, dann aber auch durch andere Polysaccharide bzw. 
deren Spaltungsprodukte gehindert wird. Daher hemmt am 
stirksten die Maltose, dann die Glucose usw., und darum ist 
die Mannose unwirksam. Bei Disacchariden kommt es dann 
in zweiter Linie auf das Reduktionsvermégen an; hieraus folgt, 
daB der reduzierende, obzwar védllig artfremde Milchzucker 
stirker hemmt als der Rohrzucker, der an und fiir sich viel- 
leicht gar keine Wirkung hatte, wenn er durch die geringe, 
im Kartoffelsaft vorhandene Menge Invertase nicht in Glucose 
und Fructose gespalten wiirde, deren langsames Entstehen die 
hemmende Wirkung des Rohrzuckers vortauscht. 

Die paralysierende Wirkung der Zucker scheint aber in 
keinem Zusammenhange damit zu sein, ob die Zucker der 
Dulcit- oder Mannitreihe angehéren. 

Reiht man die Zucker in den Versuchen Wohl und Glimms 
nicht nach prozentischer, sondern nach molarer Konzentration, 
so erhailt man folgende Reihe: 

Fructose, 
Rohrzucker, 
Mannose, 
Galaktose, 
Glucose, 
Maltose. 

In diesem Falle ist also auch hier die Maltose der am 
stiirksten hemmende Zucker, wogegen die Fructose so indiffe- 
rent ist, wie in meinen Versuchen die Mannose, wihrend der 
Rohrzucker etwa den gleichen EinfluB ausiibt. Die Verschieden- 
heit der Wirkung einiger Zucker in den Versuchen Wohl und 
Glimms und in den meinen ist besonders bei der Fructose 
und Mannose auffallend, wodurch ich zu dem Schlusse gefiihrt 
wurde, daB die hemmende Wirkung nicht von dem Aldose- 
Charakter, sondern von verwickelteren Verhiltnissen abhangt, 
die ich oben zu skizzieren versuchte. Es ware also die erwahnte 
Verschiedenheit auf zweierlei Griinde zuriickzufiihren: Entweder 
waren in den zweierlei Enzymlésungen verschiedene einzelne 
Enzyme vorhanden, oder die molekulare Konstitution der Amy- 
lase war verschieden. 
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Es besteht heute noch vollige UngewiBheit dariiber, ob 
die molekulare Konstitution der, von verschiedenen Arten 
stammenden, gleichnamigen Enzyme gleichartig oder verschie- 
den sei: Vor allem halt es E. Fischer fiir méglich’), daB gleich- 
artige Enzyme das einemal mehr, das anderemal weniger aktive 
Atomgruppen enthalten. Man kénnte die Einheitlichkeit oder 
Verschiedenheit solcher Enzyme verschiedener Abstammung da- 
durch naher erforschen, wenn man die paralysierende oder 
aktivierende Wirkung fremder Substanzen verschiedener Kon- 
stitution oder Konfiguration einmal auf die natiirlichen Enzym- 
systeme, dann aber auf die gereinigten Enzyme untersuchen 
wirde. Die Verwertung der Wirkung der Paralysatoren zur 
Erforschung der Konfiguration der Enzyme schlug schon Arm- 
strong’) vor. Ich werde mich mit der Untersuchung dieser 
Verhaltnisse bei anderen Enzymen naher befassen, bei denen 
das Messen der fortschreitenden Reaktion exakter und die Ver- 
haltnisse daher einfacher sind. 


Es gelang mir weiter festzustellen, daB der Verlauf der 
Reaktion der Kartoffelamylase auch der Schiitzschen*) Regel 
folgt, ebenso wie z. B. die Haferamylase‘). 


SchlieBlich dehnte ich meine Versuche noch in der Richtung 
aus, ob das Enzymsystem der Kartoffelamylase beim sterilen 
Aufbewahren, also infolge von Autolyse, an Aktivitaét zunimmt. 
Schon Baranetzky°) machte dhnliche Versuche, dieselben 
waren aber in betreff des Messens des Umfanges der Reaktion, 
wie auch betreffs der Sterilitat des Kartoffelsaftes derart, daB 
jedenfalls exakte Feststellungen nétig waren. Es zeigte sich 
nun, da8 die Amylase der ruhenden Kartoffelknollen an Akti- 
vitét tatsichlich zunahm, um dann wieder allmiahlich eine 
Schwichung zu erleiden. Diese Verhialtnisse sollen dann in 
breiterer Ausfiihrung in einer nachsten Arbeit in Gemeinschaft 
mit J. Bodnar besprochen werden. 


1) E. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 76, 1898. 

%) Zitiert nach Wochenschr. f. Brauerei 22, 701, 1905. 

3) Schiitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 577, 1884. — Schiitz 
und Huppert, Arch. f. d. ges. Physiol. 80, 470, 1900. 

*) Klempin, 1. c. 

5) Baranetzky, |. c. S. 57. 
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Zum SchluB méchte ich noch darauf hindeuten, daB meine 
Untersuchungen eine endgiiltige Erklarung der Zuckerbildung 
durch Abkuhlen gewisser Pflanzenorgane ermdglichen. Entgegen 
der schon erwahnten Behauptung Miiller-Thurgaus kann nun 
aus meinen Versuchen der SchluB gezogen werden, daB die 
Amylase auch beim Vorgange der Zuckerbildung aus Starke 
infolge von Abkiihlung der Pflanzenorgane in Gemeinschaft 
mit anderen Enzymen der Vermittler der Zuckerbildung ist. 
Dieser, sowie der entgegengesetzte Vorgang wird in den Knollen 
langsam fortwahrend fortschreiten, aber je nach der Temperatur, 
den Konzentrations-, den osmotischen usw. Verhaltnissen ent- 
weder der eine oder der andere Vorgang iiberwiegen, was dann 
das Vorhandensein nur des einen oder des anderen vortauscht. 
Hiermit steht auch das verhaltnismaBig niedrige Temperatur- 
optimum der Kartoffelamylase in gutem Einklang. 


Experimentelles. 


Der Zweck meiner Untersuchungen war vor allem die 
Eigenschaften des natiirlichen Enzymsystems der Kartoffel- 
amylase kennen zu lernen und dabei dasselbe nach Méglich- 
keit unverindert zu erhalten; daher benutzte ich als Enzym- 
lésung den aus den Kartoffelknollen gewonnenen Saft. Hierzu 
wurden die duBerlich gereinigten Knollen in einer Fleischhack- 
maschine zerkleinert, der Saft durch Batist abgepreBt, zentri- 
fugiert, durch Asbest abgesaugt und mit Toluol steril erhalten. 

Da der Name ,,Diastase“ einen Sammelbegriff vorstellt, 
wahlte ich als Untersuchungsobjekt bloB die Amylase und unter- 
suchte darum die hydrolysierende Wirkung des Kartoffelsaftes 
auf lésliche Stirke, die als das lésliche Homologe der Amylase 
im Sinne Maquennes anzusprechen ist. Als Methode wahlte 
ich die Wohlgemuthsche’) mit der Klempinschen*) Ande- 
rung des gleichen Auffiillens aller Reagensglaser, da es sich in 
einem Vorversuche herausstellte, daB bei derselben Menge des 
Enzyms die Konzentration desselben von groBer Bedeutung ist, 
wie dies aus folgender Zusammenstellung erhellt: 





1) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 
*) Klempin, Ll. c. 
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Gesamtvolumen}| L bei En- 
der Reaktions- | zymfliissig- | pi | Relative 
fliissigkeit keit 24h | Aktivitat 
ccm 





5 | | 120 
10 Y | 7 | 100 
20 | 125 | 75 








Die Intervalle zwischen den Gliedern einer Reihe wurden 
meistens mit je 0,1 ccm bemessen. In manchen Versuchen, 
besonders bei héheren (1,5 bis 2 ccm) Enzymkonzentrationen 
schied sich im Laufe der Reaktion ein leichter, flockiger Nieder- 
schlag aus, von dem man die iiberstehende Fliissigkeit meistens 
mit einer Pipette schén abziehen konnte. Der Rest enthielt 
keine Starke’). Die Dauer der Versuche wurde bei 40° (im 
Brutschrank) zu 24 Stunden bemessen, ausgenommen bei der 
Feststellung der Zeitregel und des Temperaturoptimums; bei 
letzterem aus dem Grunde, da es ohne die entsprechende Zahl 
Brutschranke unméglich gewesen wire, die verschiedenen notigen 
Temperaturen 24 Stunden hindurch zu erhalten. Als Antisepti- 
cum verwendete ich Fluornatrium in 0,3°/,iger Konzentration, 
da sich Toluol zu rasch und ungleichmaBig verfliichtigte. Das 
Gesamtvolumen der Reaktionsfliissigkeiten betrug in den Fallen, 
wo nahere Angaben nicht gemacht werden, 10 ccm mit 1 ccm 
1°/,iger Kahlbaumscher léslicher Starke. 

Nachweis der Amylase in ruhenden Knollen. Die 
Versuche wurden vom November 1912 bis Mitte Januar 1913 
ausgefiihrt, also in einer Periode, wo die Knollen noch ihren 
vollen Winterschlaf schliefen. Die Gegenwart der Amylase wird 
am besten durch die niachste Zusammenstellung bewiesen, 
welche die nach 24 Stunden erhaltenen Ergebnisse enthalt?*): 





1%,ige | Enzym- | H.O | Farbenton mit 
Glaschen | Starkelésung | _—lésung . 2 Tropfen 
| ccm com */10-J-Losung 





1 1 0,5 : 18,5 | dunkelblau 
2 1 1,0 180 | violett 
3 1 2,0 17,5 | braun 








1) Starkenstein, diese Zeitschr. 24, 194, 1910. — Schirokauer 
und Wilenko, diese Zeitschr. 33, 278, 1911. 
*) Hier wurde als Antisepticum ausnahmsweise Toluol angewendet. 
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Dagegen blieben die mit vorher aufgekochter Enzymlésung 
angestellten Reaktionsfliissigkeiten ausnahmslos intensiv dunkel- 
blau gefarbt. Dieses Ergebnis samt den weiter zu beschreiben- 
den weist unzweideutig auf die Gegenwart von Amylase. 

Das Temperaturoptimum der Amylase. Fiir die 
weiteren Versuche muBte ich vor allem das Temperatur- 
optimum dieser Amylase kennen. Die Dauer der diesbeziig- 
lichen Versuche war — wie schon erwaihnt — 1 Stunde. Die 
Ergebnisse sind folgende: 














Temperatur eo) ie — 
11° 3,0 | * 032 | 68 
20° 22 | 048 | 91 
30° a1 | O48 | 96 
40° 20 | 047 | 100 
45° 28 | 0,34 | 72 
50° 40 | 0,24 | 51 
550 46 | 0,21 | 45 
60° 65 | 0,14 | 30 
80° 10,9 | 0,09 | 19 


Am iibersichtlichsten sind diese Angaben durch beistehende 
Kurve (Fig. 1) dargestellt. 
Es zeigt sich also, da8 das Temperaturoptimum der Kar- 
toffelamylase ziemlich niedrig, bei 40° liegt und 60°/, der bei 
dieser Temperatur 
| erreichten Aktivitat 
ip © ak sind schon bei etwa 
— 8° vorhanden. Dage- 
we | gen ist dieses Enzym 
gegen hdhere Tem- 
peraturen auBerst 
empfindlich, so da8 
5060 70 80° 8 Zz. B. bei 45° nur 


Ww 5 

Te ° 4 
ee halb so wirksam ist 
Fig. 1. 
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wie bei 11°, und bei 
60° biiBt es schon etwa 70°/, seiner groBten Aktivitaét ein. — 
Das ermittelte Optimum ist natiirlich ebenso wenig streng 
charakteristisch, wie das aller anderer Enzyme. Daf jedoch 
die Optimaltemperatur nicht bloB bei den einstiindigen, sondern 
auch bei Versuchen viel langerer Dauer dieselbe bleibt, geht 
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aus den spater zu erwahnenden Versuchen betreffs des zeit- 
lichen Verlaufes der Reaktion hervor. 
Aus diesen Angaben folgt weiter, daB das Verhiltnis 
| p , ' 
——t_in meinen Versuchen stets kleiner war als 2, was wieder 


t-10 
ein Beweis der groBen Empfindlichkeit dieser Amylase ist. 


Bei Malzamylase ist Ess z. B. beilaufig 2.%) 


Die durch Ton filtrierte Amylase biBt ihre Wirkung 
vollig ein; zu diesem Zweck wurde der Kartoffelsaft durch 
ein kleines, bei 140° sterilisiertes Pukallsches Filter gesaugt. 
Eine mit 1,5 com dieser Lésung angestellte Fliissigkeit farbte 
sich mit J nach 24stiindigem Verdauen intensiv dunkelblau, 
wihrend von demselben, nicht filtriertem Saft unter denselben 
Bedingungen 0,6 ccm zur vélligen Hydrolyse ausreichten. 

Wirkung des Fluornatriums. Diese Versuche wur- 
den mit Toluol vor Infektion bewahrt. Das Fluornatrium — 
Kahlbaumsches, reinstes Priparat — wurde in 3°), iger 
Lésung abgemessen. Die Ergebnisse waren folgende: 








NaF ' 
sae pio? | Relative 
molare Kon- | ; | 24h | Aktivitit 
zentration | 
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Das Aktivierungsvermégen ist also schon bei einem Gehalt 
der Lisung an 0,03°/, des Fluornatriums wahrnehmbar und er- 
reicht seinen héchsten Wert bei 2,1°/,. Wahrscheinlich wiirde das 
Salz bei noch héherer Konzentration hemmen, diese Konzentration 
war aber wegen der Schwerléslichkeit desselben nicht erreichbar. 
Wirkung anderer anorganischer Verbindungen. 
Reines Chlornatrium iibt nach Effront?) auf die Gersten- 
amylase keine Wirkung aus, dagegen wirkt das unreine Salz 
hemmend, es miissen also die Verunreinigungen einen schid- 
) Bull. de la Soc. chim. Belg. 26, 27, 1912. 


*) Effront-Biicheler, ,Die Diastasen“ S. 125. 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 
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lichen EinfluB haben. Daher benutzte ich ein reines, Merck- 
sches Praiparat und erhielt folgende Resultate: 




















Konzentration L | pytoe Relative 
des NaCl ccm | 24h Aktivitat 

0 0,6 | 1,42 100 

ane 0,6 | 1,42 100 

= 0,8 | 1,1 77 

™ 10 0,8 1,1 77 

=), >10 | ig < 70 

m >1,5 | < 0,68 =< 44 


Also auch das reine Chlornatrium hemmt, und es kann — 
auf Grund der Versuche mit Fluornatrium — hinzugefiigt werden, 
daB fiir die schidliche Wirkung das Cl-Ion verantwortlich ge- 
macht werden muB. Eben dieses Ion hat aber insbesondere nach 
den Versuchen Wohlgemuths') auf die Amylase des Speichels 
eine stimulierende Wirkung. Nachdem nun dieser Unterschied 
im Verhalten der tierischen und pflanzlichen Amylasen schon 
éfter beobachtet wurde, halte ich denselben fiir charakteristisch. 

Die Wichtigkeit des K-, Phosphat- und Nitrat-lons im 
pflanzlichen Leben ist langst bewiesen; dieselben sind auch schon 
als Aktivatoren pflanzlicher Enzyme beobachtet worden. Unter 
den Bedingungen meiner Versuche konnte ich dies nicht finden: 
































Konzentration des L pio? | Relative Zeit des 
Salzes ccm 24h | Aktivitit Versuches 
| 0 06 | 142 | 100 
_ > Ce gee ‘ 
| oe a } 77 | Dezember 1912 
K,HPO, | A ARE oS, COR 
a 0,5 1,67 | 100 
m/ 0,45 2,0 ia 
Poe 0.45 2'0 190 April 1913 
| ™/1000 045 | 20 | 
| 0 0,6 1,42 | 100 
KH,PO, | 3/1000 ae S| Dezember 1912 
/100 »¢ gV 
| my 15 | 0,68 | 44 
ae 0,35 | 2,5 
| ooo | 0,85 25 | 
KNO, ese 0,35 a fl Re April 1918 
| ™ | 500 0,35 2,5 
ae 0,35 2,5 





1) Wohl gemuth, diese Zeitschr. 9, 10, 1910. 





Amylase der Kartoffelknolle. 177 


Durch Saure wird die Wirkung vieler Enzyme, besonders 
auch der Amylasen, gesteigert; besonders klar tritt dies bei 
den Versuchen Maquenne und Roux”?) hervor, was diese 
Forscher dadurch erklaren, daB die salzartig gebundene Amy- 
lopektinase durch die Saure freigemacht wird. In meinen 
Versuchen wirkte die Salzsiure nur in auBerst geringer Kon- 
zentration etwas stimulierend, hdhere Konzentrationen hemmten 
stets. Um die etwa hydrolysierende Wirkung der Salzsaure 
zu erkennen, wurden eigens noch folgende Mischungen an- 
gesetzt : 

1. 7com H,O+1ccem 3°/,iges NaF-+-1 com 1°/, ige 
Starkelosung +- 1 ccm ®/,,-HCl. 

2. Ebenso, jedoch statt der ®/,,-Saure n-HCl. 

Beide Filiissigkeiten gaben zum SchluB des Versuches mit 
Jod eine intensiv schwarzblaue Farbung als Beweis dafiir, daB 
die Saure unter diesen Bedingungen nicht hydrolysierte, dem- 
nach die viel geringere Konzentration derselben keine Wirkung 
ausiiben konnte. 

Die Resultate waren folgende: 





Konzentration . Relative 
der HCl 2 Aktivitat 





0 : ,67 100 
120 


85 


m 
10 000 

1000 

100 i. : < 30 


10 


m 








Die Natronlauge wirkte in etwas groBerer Konzentration 
stimulierend: 





Konzentration . : Relative 
der NaOH | Aktivitat 





100 

120 
38 

< 20 








Aktivierung durch gekochten Kartoffelsaft. Die 
Enzymlésung wurde nach dem Aufkochen filtriert; die ange- 
setzten Lésungen gaben folgende Ergebnisse: 


1) Maquenne und Roux, Compt. rend. 142, 1059, 1906. 
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10 e cem Losung e enthielten ccm : 
Glas- ~~ ~ om me —_ Reaktion 
chen|y,,. | Aufgekochte 3°/,iges 1°/,ige mit J 
Rasym | #0 |Enzyn mldsung) NaF | Starke 
iinin: ee i en | schwachviolett 
2 06 | 5,4 2,0 | 1,0 i 1,0 braun 
3 0,7 | 538 | | gelb 








Dabei war L ohne aufgekochten Saft bei 0,6 ccm, die 
relative Aktivitat des mit aufgekochtem Saft aktivierten Enzyms 
war also etwa 150. 

Hemmung durch verschiedene Zucker. Als Mono- 
saccharide verwendete ich: Arabinose, Glucose, Mannose, Ga- 
laktose, Fructose; als Disaccharide: Maltose, Saccharose, Lactose. 
Die meisten wurden in dreierlei Konzentrationen angewendet, 
und zwar in zehntel-, halb- und ganzmolarer. Ausnahmen 
waren die Mannose und Lactose, die erstere zeigte schon in 
molarer Konzentration keine Wirkung, und daher war es iber- 
fliissig, andere Konzentrationen zu erproben. Die Lactose war 
dagegen unter den Bedingungen meiner Versuche wegen ihrer 
Schwerloéslichkeit in héherer als in halbmolarer Konzentration 
nicht anwendbar. Die Ergebnisse sind folgende: 











Konze ntration L | ; “poe Relativ e 
des Zuckers ccm | 24h Aktivitat 
Arabinose. 

0 o5 | 1,67 | ~ 100 
al PPS 0,5 1,67 100 
ai 0,7 1,25 75 

ni 1,0 6,91 64 

Glucose. 

0 06 | 142 | 100 
wa 0,6 1,42 100 
al 1,0 | 0,91 | 64 

m 1,4 0,67 47 

Mannose. 

0 os | 1,42 100 
m 06 | 1,42 | 100 
Galaktose. 

0 0,6 | 1,42 | 100 
al PP 0,6 1,42 | 100 
m/, 0,7 1,25 | 88 


m ) a 1,1 17 
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Konzentration L p?°° Relative 
des Zuckers ccm | 24h Aktivitat 
Fructose. 

0 0,5 1,67 } 100 
mo 05 | 41,67 | 100 
a 0,8 Lt | 66 

m 1,0 | 0,91 | 64 

Maltose. 

0 0,6 | 1,42 | 100 
aa PP 0,8 y 77 
si 12 | 0,77 | 54 
m 15 | 0,63 44 

Saccharose. 

0 0,6 1,42 | 100 
™/,0 0,6 1,42 100 
al 0,7 | 1,25 88 

m 0,8 | 3 | 77 

Lactose. 

0 0,5 | 1,67 100 
a 0,5 1,67 | 100 
m), 0,8 11 66 





In dieser Zusammenstellung fallt die starke Wirkung der 
Maltose auf, die sich schon bei ™/,,-Konzentration bemerkbar 
macht, wobei nur 77°/, von der Wirkung der Amylase ver- 

leiben; bei ™/,-Konzentration bleiben bloB mehr 54°/, der 

urspriinglichen Aktivitaét wirksam, wahrend dabei die Glucose 
nur bis auf 64°/, hemmt u.s. w. 

Am iibersichtlichsten ist diese Wirkung der Zucker aus 


folgender Kurvenzeichnung zu ersehen: 
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Zeitregel der Kartoffelamylase. Bei den _ hierzu 
notigen Versuchen wurde die zur volligen Hydrolyse notige 
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Enzymmenge zuerst auf 0,5 ccm ermittelt, um dann in einem 
zweiten Versuche bis auf 0,1 ccm bestimmt zu werden. Die 
Ergebnisse der Versuche waren folgende: 
t (Zeit in Stunden): te kh eR BO, 
E (ccm Enzymlosung): 2,3, 1,8, 1,5, 1,0, 0,7, 0,5, 0,35. 
Nimmt man als Kinheit der Zeit */, Stunde und berech- 
net hierauf FE) % so wird dieses konstant sein, wie folgt: 





| 


;) 23 Eyt=k 

1 23 2,3 y1 = 2,30 
2 1,8 18 y2—2,55 
4} 15 15 y4=3,00 
8 | 1,0 1,0 y8 = 2,88 
16 | 0,7 0,7 16 = 2,80 
32 | 0,5 | 0,5 y82 = 2,83 
64 | 0,35 0,35 y64 = 2,8 


Die Werte von k schwanken etwas bei den zwei ersten 
Intervallen, und zwar in aufsteigender Richtung. Dies kann 
vielleicht auch durch die nicht ganz scharf zu bestimmende 
Firbung mit J verursacht sein. Bei den gréBeren Enzym- 
mengen schied sich naimlich — wie schon anfangs erwahnt — 
ein Niederschlag aus, der eben bei diesen Versuchen kiirzerer 
Dauer keine Zeit hatte, sich gehérig abzusetzen. Ich denke je- 
doch die gréBere Reaktionsgeschwindigkeit in diesen zwei Ver- 
suchen eher der verhaltnismaBig gréBeren Menge des Enzyms 
zur Starke zuschreiben zu kénnen, wovon van Laer’) berichtet, 
daB es eine VergréBerung der Reaktionsgeschwindigkeit zur 
Folge hat, was dieser Forscher mit Adsorptionserscheinungen 
zu erkliren sucht. Jedoch ist die RegelmaBigkeit der Werte 
von k im allgemeinen hinlanglich, um die Giiltigkeit der Schiitz- 
schen Regel bei der Kartoffelamylase zweifellos erscheinen zu 
lassen. 

Die Verstarkung der Aktivitaét der Kartoffelamy- 
lase bei sterilem Aufbewahren: Der Kartoffelsaft wurde 
zu diesen Versuchen bei einer Temperatur von etwa 6 bis 10° 
im dunklen Keller bei Zusatz von 3 Vol.-°/, Toluol aufbewahrt 


‘) van Laer, Bull. de l’Acad. royal. Belg. 1911, 310, 814 bis 817 
und 821. 
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und seine Aktivitat von Zeit zu Zeit bestimmt. Die Ergeb- 
nisse folgen: 





L - Relativ Dauerd. Auf-| Tag der Her- 
Base. ~ De. Aktivitas bewahrens stellung der 
ersuches in Tagen Enzymlésung 





100 6 
117 9 
117 12 
117 13 
117 14 
4 100 
1,43 100 18 
0,6 1,43 100 21 








0,6 | 1,43 100 
0,5 1,67 117 
0,4 2,0 140 
0,35 | 25 175 


04 | 2,0 140 9 














Das Schwanken der Aktivitét ist bei der ersten Lésung 
schwacher als bei der zweiten, obzwar beide Lésungen von 
derselben Kartoffelsorte der naimlichen Abstammung waren. 
Diese Versuche bestiitigten also in exakter Weise die beiliufigen 
Beobachtungen Baranetzkys, nur besteht dabei natiirlich noch 
immer der Unterschied, daB Baranetzky mit seiner wenig 
empfindlichen Methodik die urspriingliche Aktivitét des Kar- 
toffelsaftes nicht zu erkennen vermochte. 











Die Dissoziationskonstante der Kohlensaure. 
Von 
L. Michaelis und P. Rona. 


(Eingegangen am 2. Juli 1914.) 


Es gibt wohl keine Dissoziationskonstante, deren genaue 
Kenntnis von so groBer Tragweite fiir die gesamte Biologie ist 
wie die der Kohlensiure. Wir kénnen hier nur auf die Ar- 
beiten von L. J. Henderson kurz hinweisen, der die so iiberaus 
zweckmaBige Eigenschaft der Kohlenséure zur Aufrechterhal- 
tung der Neutralitét erkannt hat. Wir empfanden es nun im 
Laufe unserer Untersuchungen der letzten Jahre als einen Ubel- 
stand, daB in neuerer Zeit keine Nachpriifungen dieser Disso- 
ziationskonstanten gemacht worden sind. Zwar ist die zweite 
Dissoziationskonstante der Kohlensiure vor einiger Zeit durch 
Auerbach und Pick’) sehr sorgfaltig bestimmt worden, fiir 
die erste Konstante fehlen derartige Untersuchungen aus neuester 
Zeit aber noch. 

Diese wurde zuerst von Walker und Cormack”) berech- 
net, und zwar auf Grund von Leitfahigkeitsmessungen reiner 
Kohlensaéurelésungen. Aus Versuchen von Knox®*) berechneten 
sie dieselbe = 3,7 bis 3,8-10~*, auf Grund ihrer eigenen Ver- 
suche = 3,04-10~’, aus einer zweiten Versuchsreihe 3,08-1077; 
erstere aus Leitfihigkeitsmessungen an Lésungen aus fester CO,, 
letztere aus CO, aus Marmor. 

Wir haben nun vor kurzem eine elektrometrische Methode 


1) Arb. a. d. Kaiser]. Gesundheitsamt 38, 248, 1911. 
®) Journ. of the Chem. Soc. 77, 5, 1900. 
8) Annal. d. Physik u. Chem. 54, 44, 1895. 
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zur Bestimmung von Sauredissoziationskonstanten beschrieben *) 
und wollen diese jetzt zur Bestimmung der physiologisch so 
ganz besonders bedeutsamen Dissoziationskonstante der Kohlen- 
siure anwenden. 

Die Methode besteht darin, da8 wir die [H’] in einem be- 
kannten Gemisch der Séure mit ihrem Natronsalz messen. Der 
einzige Umstand, der hier manchmal eine gewisse Willkiirlich- 
keit mit sich bringt, ist, daB wir meist den elektrolytischen 
Dissoziationsgrad des Natriumsalzes, 6, nur ungefihr abschatzen 
kénnen. Die GréBe dieser Zahl tritt bei der Berechnung an 
Bedeutung um so mehr zuriick, je gréBer der Uberschu8 der 
freien Saiure itiber das Natriumsalz ist. Diese Bedingung konn- 
ten wir in der friheren Arbeit experimentell leicht erfiillen. 
Bei der Kohlensiure ist es aber wegen der Fliichtigkeit der 
freien Séure nicht ratsam, sie in groBem Uberschu8 anzuwen- 
den, weil die Reproduzierbarkeit der Lésung und die elektro- 
metrische Messung darunter leidet und so die Fehler groBer 
statt kleiner werden. Trotzdem erfiillt die Methode ihre Auf- 
gabe befriedigend, wenn wir auch nur mit sehr niederen CO,- 
Konzentrationen arbeiten kénnen. 

Wenn wir namlich die Konzentration des NaHCO, sehr 
klein wahlen, kénnen wir dessen Dissoziationsgrad beinahe = 1 
setzen oder vielmehr ihn so genau abschitzen, daB die Fehler 
dieser Abschitzung im héchsten Fall wenige Prozente betragen 
kénnen. Unsere erste Aufgabe bestand daher darin, in einer 
sehr schwachen NaHCO,-Lésung, die etwas freie CO, enthielt, 
die [H’] zu messen. Wir stellten diese Lésung durch passende 
Vermischung von Soda, Salzsiure und CO,-freiem Wasser her. 
Die Messungen geschahen nach der von Michaelis und Da- 
vidoff beschriebenen, fiir CO,-haltige Fliissigkeiten anwendbaren 
Methode. Eine ausfiihrliche Beschreibung der Methode findet 
sich bei L. Michaelis”). Der Fehler, der durch das Entweichen 
von CO, in den Gasraum der Elektrode entsteht, ist hier sehr 
klein und auBerdem gut berechenbar. Er besteht erstens darin, 
daB die Fliissigkeit durch Entweichen von CO, alkalischer wird; 
zweitens darin, daB der Partialdruck des Wasserstofis durch 


1) Diese Zeitschr. 49, 232, 1912. 
*) L. Michaelis, Die Wasserstoffkonzentration. Berlin 1914, Julius 
Springer. S. 144. 
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Beimengung des CO, geringer und das Potential zu klein wird. 
Diese beiden Fehler sind von entgegengesetzten Vorzeichen und 
sind bei der Verwertung unserer Messungen beriicksichtigt 
worden. Die Reproduzierbarkeit der nach unserer Methode 
erhaltenen Werte ist vielleicht nicht ganz so gut, wie bei der 
Messung CO,-freier Fliissigkeiten, wo die EMK in der Regel 
innerhalb eines Millivolts reproduzierbar ist; die Grenzen der 
Reproduzierbarkeit sind hier in der Regel auf 2 Millivolt zu 
veranschlagen. Das riihrt offenbar davon her, daB eine gegen 
atmospharische Luft doch immerhin tbersiattigte CO,-Lésung 
an sich nicht so gut definiert ist wie eine CO,-freie Losung. 
Jedenfalls wird man aus den mitgeteilten Zahlen wohl wiederum 
die Uberzeugung gewinnen, da8 unsere héchst einfache Methode 
der Hasselbalchschen an Genauigkeit nicht nachsteht. Das 
wichtigste ist, bis zur Einfiillung der Fliissigkeit in die Elek- 
troden jeden Kohlensiureverlust zu vermeiden. Bei dem sehr 
geringen Gehalt an CO, unserer Liésungen ist das aber leicht 
zu erreichen. 


Erste Versuchsreihe. 


Es wurde folgende Mischung untersucht: 3,75 ccm n-HCl 
wurden in einem 500 ccm fassenden MeBkolben mit etwas 
weniger als 500 ccm destilliertem Wasser verdiinnt, das vor- 
her in einem verzinnten KupfergefaB aufgekocht und luft- 
dicht verschlossen abgekihlt worden war. Dazu wurden 5 ccm 
n(=™/,) Na,CO,-Lésung und Wasser auf 500 gegeben. 

Die Lésung enthalt pro Liter 
0,0025 Mole CO,, 0,0025 Mole NaHCO,, 0,0075 Mole NaCl. 

Die Lésung gab gegen eine gesiattigte Kalomelelektrode, die 
gegen das Standardacetatgemisch einen iiber viele Monate kon- 
trollierten konstanten Wert von 517,4 Millivolt + < 0,5 Millivolt 
bei 18° zeigte, folgende Potentialdifferenz. (Uber die genaue 
Beriicksichtigung der Temperatur bei der Berechnung siehe 
L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, 1914, S. 157.) 


Lésung Nr. Temperatur EMK  Mittel Pu 
I 22,5° 616,2 
618,3 
618.2 617,4 6,318 


616,8 
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Lésung Nr. Temperatur EMK  Mittel 


II 618,1 
617,8 


616,8 +e 
J 
he 


617.9 


619.5 
617,2 
616,5 
617,0 
616,5 ‘x 
Mittel Py = 6,327 
[HH ) == 4,7-107’. 


Hier kénnen wir zunachst eine methodische Korrektur an- 
bringen. Da unsere Methode es mit sich bringt, da8 ein wenig 
CO, aus der Fliissigkeit in den Gasraum der Elektrode ent- 


weicht, und da dieser Gasraum in unserer Elektrode etwa 
‘!,9 Volumen der Fliissigkeit einnimmt, und da ferner der 
Teilungskoeffizient der CO, zwischen Wasser und Gasraum 
etwa 1 ist, so miissen wir die [H’] um etwa 10°), hoher an- 
setzen, als wir sie messen, und es ist 


[H'] = 517-1077. 


Ferner miissen wir beriicksichtigen, daB der Partialdruck des 
Wasserstofigases durch die Aufnahme von etwas CO, herab- 
gesetzt wird. Dadurch fallt die EMK der Kette etwas zu klein 
aus, und zwar um den Betrag « =—— T -logp, wenn 
p den Partialdruck des Wasserstoffgases in Atmospharen be- 
deutet. Unsere Lésung enthalt 0,0025 Mol CO, pro Liter, also 
nach Abgabe von CO, an den Wasserstoffraum 0,002 25 Mole CO, 
pro Liter, d. i. 0,01 Gewichtprozente CO,. Diese entsprechen 
5 Volumenprozenten CO, von Atmospharendruck. Da der 
Teilungskoeffizient von CO, zwischen Wasser und einem Gas- 
raum bei Zimmertemperatur nahezu 1:1 ist, so enthalt auch 
das Wasserstoffgas der Elektrode 5 Volumenprozente CO,, und 
das H,-Gas hat einen Partialdruck von 0,95 Atmosphiaren. Die 
Korrektur ¢ betraigt daher 


1 
~ anaes 293 - log 0,95 = 0,0006 Volt. 


2 
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Wollen wir diese kleine Korrektur noch beriicksichtigen, 
so muBten diese 0,6 Millivolt zu der gemessenen Millivoltzahl 
zugezogen werden, wodurch sich p, um 0,010 vergréBert, 
bzw. [H’] um 3°/, verkleinert wiirde. So ergibe sich statt 
[H']=5,17-1077 


0 
[1 ]xorr = 5,02- 10-7, 


Wenn wir den elektrolytischen Dissoziationsgrad, 6, des 
Natriumbicarbonat schatzen wollen, so legen wir zunichst die 
Werte von Walker und Cormack fiir die Leitfaihigkeit von 
NaHCO,-Lésungen zugrunde: 


Bei 18° Molekulare Daraus berechneter 

Konzentration Leitfaihigkeit Dissoziationsgrad y 
0,031 25n 65,6 0,826 
0,01562n 68,6 0,863 
0,007 81 TELA 0,895 
0,003 9 n 73,9 0,931 
0,00195n 76,0 0,955 


— (extrapol.) 79,5 

In unseren Lésungen ist der Gehalt an NaHCO, 0,0025n. 
Der gesamte Na-Gehalt ist —0,01n. Fir derartige Loésungen 
ist also 6 zwischen etwa 0,863 und 0,895 anzusetzen. Es diirfte 
als ein jedenfalls nicht zu gréberen Fehlern fiihrender Wert 
d= 0,88 gesetzt werden. Es ist sicher anzunehmen, daB wir 
mit dieser Annahme keinen Fehler machen, der die berech- 
nete Dissoziationskonstante um -+5°/, ihres Wertes falschen 
kénnte. 

Berechnen wir nun die Dissoziationskonstante der Kohlen- 
siure nach der Formel 
[Na-Bicarbonat] 

[CO,] 





k—=[H]-6- 


so ist 





ke = 4,40-10-7 


(statt des bisher gebraéuchlichen Wertes 3,04-10~‘). 


Der Wert weicht also recht merklich von dem von Walker 
und Cormack ab; unser Wert ist um fast die Halfte grdBer; 
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auch gegeniiber dem von Walker und Cormack aus den Ver- 
suchen von Knox berechneten Wert ist er noch um 20°), 
groBer. Worauf die Unterschiede beruhen, ist nicht leicht zu 
sagen. Jedoch méchten wir die Vorteile unserer elektro- 
metrischen Methode gegeniiber der Leitfaihigkeitsmethode dieser 
Autoren nochmals hervorheben: 


1. Unsere Methode stellt bedeutend geringere Anspriiche 
an die Reinheit des Wassers. 


2. Die Leitfahigkeitsmethode basiert auf der genauen Kennt- 
nis der Grenzleitfahigkeit des Natriumbicarbonats, woraus die 
absolute Leitfahigkeit des HCO,’-Ions berechnet werden muB. 
Dies ist nur durch eine Extrapolation méglich. Fiir unsere 
Methode spielt diese GréBe nur eine untergeordnete Rolle, in- 
sofern, als durch eine ungenaue Kenntnis dieser Grenzleit- 
fahigkeit der Dissoziationsgrad des NaHCO, um einige Prozente 
falsch veranschlagt werden kann. 

Man kénnte allerdings auch noch daran denken, da8 in den 
salzfreien Lésungen von reiner CO,, die die anderen Autoren an- 
wendeten, die Dissoziationskonstante der CO, ein wenig kleiner 
war als in unseren salzhaltigen Loésungen, da Arrhenius ein 
Anwachsen der Dissoziationskonstante schwacher Saéuren mit 
dem Elektrolytgehalt der Lésung nachgewiesen hat. Wir glauben 
allerdings nicht, daB dies den ganzen Unterschied der Befunde 
zu erklaren vermag. 

Dieselbe Lésung wurde nun bei héherer Temperatur unter- 
sucht. Die Lésung wurde kalt hergestellt, in die Elektroden 
eine Wasserstoffblase eingeleitet, und zwar in Anbetracht der 
bei der Erwairmung spiter eintretenden Ausdehnung etwas 
weniger als sonst, der Stopfen aufgesetzt, im Wasserbad an- 
nihernd auf die Temperatur des Luftthermostaten vorgewarmt, 
100 mal umgekippt und dann im Luftthermostaten gemessen. 
Als Ableitungselektrode wurde in diesem Fall die Standacetat- 
Wasserstoffelektrode benutzt. Die Temperatur des Thermo- 
staten wurde in der Weise festgestellt, daB ein mit Wasser ge- 
fiilltes Elektrodenrohr mit einem Thermometer versehen und 
neben die Versuchselektroden in den Luftthermostaten gestellt 
wurde. Die Temperatur und das Potential erwiesen sich etwa 
nach 1 bis 2 Stunden als konstant. Es ergab sich: 
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Temperatur Millivolt Mittel {H)} 
36,0° 103,0 
102,5 $ 102,9 4,8-1077 
103,3 

Die [H’] 4,8-10~* ist innerhalb der Fehlerquellen gleich 
der bei Zimmertemperatur erhaltenen, 4,7-10~*. Das bestatigt 
also unsere friihere Angabe*), daB der Temperaturkoeffizient 
der Konstante der Kohlensiure zwischen 18° und 38° prak- 
tisch 0 ist. Wir fiihren zum Beweis hierfiir noch folgende 
Versuche an, die wir aus mehreren Griinden nicht zur Berech- 
nung des absoluten Wertes der Konstanten verwenden wollen, 
aber doch fiir den Temperaturkoeffizienten gut brauchbar sind. 
Es ergibt sich aus ihnen dasselbe Resultat. Wir sehen hier 
wiederum wie in unserer friiheren Arbeit, daB ein sicher fest- 
zustellender Temperaturkoeffizient zwischen 18° und 38° nicht 
besteht. Der Grund, warum wir diese Zahlen zur Berechnung der 
Konstanten nicht mitbenutzen wollen, liegt in ihrer unzweck- 
maBigen Zusammensetzung. Das Verhaltnis CO,: NaHCO, be- 
trigt hier 1:9, und der allergeringste Titerfehler der Soda- 
und Salzséurelésung, aus der sie bereitet wurden, hatte eine 
bedeutende Anderung dieses Verhiltnisses zur Folge. AuBer- 
dem sind die Lésungen zu reich an NaHCO, und an NaCl, 
um eine sichere Angabe iiber den Dissoziationsgrad des Bicarbo- 
nats zu gestatten. Da aber die zur Messung in der Warme 
und in der Kalte benutzten Fliissigkeiten stets ein und der- 
selben Mischung entstammten, so eignen sich die zahlreichen 
Messungen wenigstens zur Beurteilung des Temperaturkoeffizi- 
enten der Konstanten. Im iibrigen weicht auch die aus diesen 
Zahlen berechnete Dissoziationskonstante kaum von der oben 
erhaltenen ab; es soll jedoch hierauf kein Gewicht gelegt 


werden. 
A. 10,0cem norm. (*/, molare) Sodalésung, 


5,5ccm norm. HCl, 
84,5 ccm reinstes Wasser. 


B. 10,0cem norm. Sodalésung, 
5,5cem » HCL, 
10,0ccem » #£NaCl, 
174,5ccm Wasser. 


1) L. Michaelis und Davidoff, diese Zeitschr. 46, 131, 1912. 
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Es wurden gefunden: 
Fliissigkeit A Fliissigkeit B 
Temperaturen Py Temperaturen PH 

16 7,230 16,2 7,170 

16 7,241 16,2 7,154 

15 7,172 15,0 7,102 

15 7,190 15,0 7,186 

15,5 7,200 15,5 7,163 

15,5 7,233 15,5 7,140 

18,0 7,244 17,5 7,228 

18,0 7,158 17,5 7,143 

ate ho Mittel 16,3° 7,161 

f<. :  = Nee [H']= 6,90- 1078 
Mittel 16,5° 7,202 

[H’] = 6,29-1075 

36,5 7,173 37,0 7,136 
37,0 7,248 37,0 7,143 
37,0 7,225 37,2 7,183 
37,2 7,214 37,2 7,152 
Mittel 37,0° 


Y] 215 37,0 7,168 
9” 


[H}—610-10-* 37,0 7,222 
37,0 7,202 


37,0 7,202 
Mittel 37,0° 7,176 
[H'] = 6,67- 1078 
Aus dem duBerst geringen Temperaturkoeffizienten wiirde 
folgen, da8 Dissoziationswarme der Reaktion 


CO, <> HCO,’ + H’ 


oder die Ionisationswirme der Kohlensdure auBerst gering ist. 
Sie wurde von Thomsen == — 2800 cal angegeben, ein Wert, 
der zwar klein, aber im Vergleich zu unseren Befunden noch 
nicht klein genug ist. Dieser Wert wiirde naimlich fiir den 
Temperaturkoeffizienten verlangen nach der van’t Hoffschen 
Formel 
dink _ U 
a a 
oder fiir T’ = etwa 300 
d log’® k 
— 


800 


2 
7 


~ 4571-300 


- == 0,0068, 


log kage = log kyo -+ 20-0,0068 
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log k3g30 — log kigo == 0,136 





K33° 


Kis 





= 1,37. 











Die Konstante miiBte also bei 38° um 37°/, von der bei 
18° verschieden sein; dieser Unterschied ist zwar klein, wiirde 
uns aber nicht entgangen sein. Es wire daher erwiinscht, die 






Dissoziationswarme der Kohlenséiure neu zu bestimmen. Im 
iibrigen ist die hier gemeinte Warmeténung natiirlich nicht die 






der Reaktion 





H,CO, —» H'-+- HCO,’, 






sondern die der Reaktion 


CO, + H,O 










+ H' + HCO,’, 





wie ja iiberhaupt unsere Dissoziationskonstante nicht die wahre 

H’].{HCO,’] . . ' 

[Hy hn a] ist’), sondern die ,,scheinbare“ Disso- 
[H,CO,] 

[H'] [HCO,’] 

[CO,] ° 






Konstante 






ziationskonstante 












Zweite Versuchsreihe. 






Ahnliche Versuche wurden mit etwas héherem Gehalt an 
CO, und NaHCO, angestellt. 






i, ™/,-Soda 10 ccm, n-HCl 7,5 ccm, Wasser auf 200, 





d.h. pro Liter 
0,0125 Mole CO,, 0,0125 Mole NaHCO,, 0,0375 Mole NaCl. 









Temperatur EMK Px H’} 
19° 618,0 
619,0 

619,0 7619,0 6,38 4,17-1077 
620,3 






618,5 










Die Tabellen stimmen mit den vorangehenden fast inner- 
halb der Versuchsfehler iiberein. Wir verzichten darauf, sie 
zur Berechnung der Konstanten zu benutzen. 









1) Diese wurde neuerdings von A. Thiel zu angenihert 5-10-74 
bestimmt. (Ber. 47, 945, 1914.) 














Dissoziationskonstante der CQ,. 


II. cem n-Soda n-HCl Volumen 
5 3,75 500 + 4,25g NaCl 
d.h. wie die Loésungen der ersten Versuchsreihe, -+- NaCl 
20° 610,1 
610,2 >610,1 6,22 60-1077 
610,2 
24° 606,8 


607,0 
607,0 


coxa 6,13 7,4-107? 
ooe'a 608.2 6,18 6,6-1077 


609,0 


608,0 


608,5 6,17 6,8-10-? 
609,0 


Mittel 6,8-107° 


Wir korrigieren diese Zahl wieder, indem wir 10°), wegen 
des Kohlensaureverlustes der Fliissigkeit abziehen und 3°/, 
wegen Verringerung des Partialdruckes des Wasserstoffs zu- 
ziehen; so ist 
[H'] = 7,28-107’. 
III. ccm n-Soda n-HCl Volumen NaCl Temperatur 
5 3,75 500 17,5g 24° 

599,0 
600,0 $600.3. 9,1-1077 
602,0 

599,6 

599.7 $599.3 9,5-107? 


Mittel 21,8° 9.3-1077 
korrigiert | 9,95- 107? 


Nehmen wir die aus der ersten Versuchsreihe berechnete 
Dissoziationskonstante als die richtige an, und nehmen wir 
ferner an, daB diese sich durch den hédheren Gehalt der 
Lésungen an Elektrolyten nicht meBbar andert, so konnen wir 
diese Versuche dazu benutzen, um den elektrolytischen Disso- 
ziationsgrad des NaHCO, in unseren verschiedenen Losungen 
zu berechnen. Da namlich 
k .{CO. 
piel 3 Tatito;" 
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so ist 


_ k (C0, 
~~ [H'] [NaHCO,] ° 


6 


Auf diesem Wege finden wir aus der dritten Versuchsreihe 
in Lésung 
I 60,605 
Il 50,445 


Die Lésung I entspricht etwa dem Na-Gehalt des Blut- 
serums, II etwa dem des Meerwassers. 

Wir miissen also den Dissoziationsgrad des Natriumbicar- 
bonats im Blut 0,6 annehmen und nicht, wie bis jetzt iib- 
lich, 0,8. Es ist sehr wohl méglich, daB der Dissoziations- 
grad einer reinen NaHCO,-Loésung von dem Na-Gehalt des Blutes 
einen héheren Dissoziationsgrad hat, und daB der Dissoziations- 
grad des NaHCO, im Blut durch den UberschuB an NaCl ein 
wenig herabgedriickt wird. Im Meerwasser ist das NaHCO, 
kaum zur Halfte elektrolytisch dissoziiert. 

Bei der Berechnung der Verteilung der Kohlensiure im 
Blut empfehlen wir daher, die neu bestimmten Zahlen fiir k 
und 6 zu benutzen; auf den EinfluB dieser Zahlen auf die physio- 
logischen Anschauungen werden wir spater zuriickkommen. 


Zusammenfassung. 
Die Dissoziationskonstante der Kohlensiure betragt, in 
weitem MaBe unabhangig von der Temperatur, 4,4-107’. Der 
Dissoziationsgrad des Nutriumbicarbonats im Blut betragt nur 0,6. 





Die Dissoziationskonstante der §-Oxybuttersaure. 
Von 
L. Michaelis und T. Garbendia. 


(Eingegangen am 2. Juli 1914.) 


Die Sauredissoziationskonstante der $-Oxybuttersaure ist 
von L. J. Hendersen gleich 2-10~° bestimmt worden, und zwar 
mit Hilfe eines colorimetrischen Verfahrens, das von H. Frie- 
denthal fiir diesen Zweck angegeben wurde. Da wegen des 
oft unberechenbaren Salzfehlers der Indicatoren diese Methode 
nur als eine angenaherte angesehen werden kann, so unter- 
nahmen wir es, mit Hilfe der von uns angegebenen elektro- 
metrischen Methode die Bestimmung dieser wichtigen Kon- 
stanten neu auszufiihren. Das Ausgangsmaterial stellte ein von 
Herrn Prof. Magnus-Levy zuerst dargestelltes*) und von ihm 
uns freundlichst iiberlassenes sch6n krystallisiertes Natriumsalz 
der Séure dar. Es enthalt kein Krystallwasser und wurde vor 
der Benutzung iiber eine Woche iiber Schwefelséure bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. 

Die erste Gruppe von Versuchsreihen bestand in der 
Messung der [H’], einer Lésung dieses Salzes nach Zusatz etwa 
des halben Aquivalents HCl, und zwar in hoher Verdiinnung. 


Versuchsreihe 1. 


0,1282 g f-oxybuttersaures Natron -- 5 ccm n-HCl, auf 


50 ccm mit Wasser aufgefiillt. 


Die Loésung ist an 
Oxybuttersiure ..... .0,0100n 
oxybuttersaurem Natrium . . 0,01036 n 
Se Ske ee 6 ee eee 


1) Magnus-Levy, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 45, 392. 
13* 





194 L. Michaelis und T. Garbendia: 


Potentialdifferenz gegen eine gesattigte Kalomelelektrode, 
die gegen Standardacetatgemisch bei 18° 517,4 Millivolt zeigt: 
Versuch a b c Temperatur 
503,5 503,5 503,0 21° 
Mittel: 503,3 
pu = 4,375 
[H'] = 4,21-107°. 


Versuchsreihe 2. 
0,1280 g #-oxybuttersaures Natrium, 5 ccm 0,1 n-HCl, 
Wasser auf 50 ccm; d. h. 
Oxybuttersiure ..... .0,0100n 


oxybuttersaures Natrium . . 0,01032n 
ee 


Versuch a b Temperatur 
505,0 504,0 22° 
Mittel: 504,5 
Py == 4,393 
{[H’] = 4,04-107°. 


Versuchsreihe 3. 


0,124 g f-oxybuttersaures Natron, 5 ccm 0,1 n-HCl, Wasser 
auf 50 ccm; d. h. 
Oxybuttersiure . ... . .0,0100n 
oxybuttersaures Natrium . . 0,00928n 
Mee 6 ck ee Sek Ss ee 


Versuch a b C d e Temperatur 
500,7 501,0 501,0 500,6 500,0 22° 
Mittel: 500,7 
Py = 4,328 
[H’] = 4,70-10~°. 


Versuchsreihe 4. 
0,1527g oxybuttersaures Natron, 5ccm 0,1 n-HCl, Wasser 
auf 50 ccm; d. h. 
Oxybuttersdure . . . . . . 0,0100n 


oxybuttersaures Natrium . . 0,01424n 
MER ose i eee | a Ro 
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Versuch a b 0 Temperatur 
513,0 513,1 513,2 22° 
Mittel: 513,1 
Py = 4,540 
{[H'] = 2,89-107°. 


Versuchsreihe 5. 
0,1731 g f-oxybuttersaures Natron, 5 ccm 0,1 n-HCl, Wasser 
auf 50 ccm; d. h. 
Oxybuttersiure . . . . . .0,0100n 
oxybuttersaures Natrium . . 0,01748 n 
OS ww tt tl wf ORDO 
Versuch a b ce Temperatur 
516,9 517,0 517,0 22° 
Py = 4,607 
[H’] = 2,47-107°. 
Zur Berechnung der Dissoziationskonstante k benutzen wir 
die Formel 


, [f-oxybuttersaures Natrium] 
k == [H]-6-—_—_-_- ee ee, 
[freie $-Oxybuttersaure] 


6 ist der Dissoziationsgrad des f-oxybuttersauren Natriums; 
derselbe hangt von dem Gesamt-Na-Gehalt der Lésung ab. Dieser 
ist 0,02 n, und wir diirfen den Dissoziationsgrad in dieser Kon- 
zentration 0,90 ansetzen und kénnen sicher sein, damit keinen 
ins Gewicht fallenden Fehler zu begehen. Alsdann ergibt sich 


aus Versuchsreihe 1 2 3 4 5 
k-10° = 3,93 3,71 4,09 3,82 3,89 

Da wir zu der Annahme Grund zu haben glauben, dab 
das Salz in der Versuchsreihe 3 ein Spiirchen Feuchtigkeit 
enthielt (wodurch die Konstante scheinbar vergréBert wird), so 
wollen wir bei der Berechnung des Mittels diesen Wert nur 
mit halber Bedeutung einrechnen, und es ergibt sich als Mittel 

k = 3,86-10™. 

Nach Abschiatzung aller Fehlerquellen des Experiments und 
der Rechnung halten wir die Wahrscheinlichkeit, daB dieser Wert 
mehr als 5°/, von der Wahrheit sich entfernt, fiir sehr gering. 

Bekanntlich ist die genaue Kenntnis dieser Konstanten 
notwendig, um zu berechnen, wieviel $-Oxybuttersiéure in einer 
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Ko6rperfliissigkeit frei, wieviel als Salz vorhanden ist. Hierfiir 
bedarf es aber auch noch der Kenntnis des Dissoziationsgrades 
des f-oxybuttersauren Natriums in den Korperflissigkeiten. 
Derselbe wird hauptsichlich bestimmt durch die Menge des 
anwesenden Gesamt-Na +- K. Zweiwertige Metallionen wiirden 
ihn noch starker herabdriicken, jedoch sind diese in den K6rper- 
fliissigkeiten in so geringer Konzentration vorhanden, da8 wir 
sie nicht zu beriicksichtigen brauchen. 

Wir untersuchten deshalb dieselben Losungen, indem wir 
einen Teil derselben mit 0,85°/, festem NaCl versetzten. Es ergab 
sich (die Numerierung entspricht der Parallelreihe der voran- 
gehenden Versuche). 

Versuchsreihe 2, 
Versuch a b c Temperatur 
497,5 498,0 497,5 83° 
Mittel: 497,7 
Py = 4,277 
[H'] = 5,29-1075. 


Versuchsreihe 4. 
Versuch a b c Temperatur 
507,3 507,0 507,2 s9° 
Mittel: 507,2 
Py = 4,439 
[H’] = 3,64-10~°. 


Wenden wir die Formel an 


rr. i [freie Oxybuttersdure] 
~ [H'] [oxybuttersaures Natrium] 





und benutzen fiir k den oben ermittelten Wert, so ergibt sich: 
Versuchsreihe 2 4 
6 = 0,71 0,74 
Mittel: 5 — 0,725. 


Fiir eine Flissigkeit, deren NaCl-Gehalt gleich 0,85 °/, ist, ist 
also der Dissoziationsgrad des f-oxybuttersauren Natriums 
gleich 0,72 zu veranschlagen. 

SchlieBlich wurde auch noch der Dissoziationsgrad des f-oxy- 
buttersauren Natrons in einer 2°/,igen NaCl-Lésung untersucht, 
die etwa dem Harn entspricht. 





Dissoziationskonstante der $-Oxybuttersaure. 


Versuchsreihe 5. 
Versuch a b c Temperatur 
509,0 508,0 508,5 22° 
Mittel: 508,5 
Py = 4,462 
[H"] = 3,46-1075 
6 = 0,64. 
Das Resultat ist also: 
Die Dissoziationskonstante der f-Oxybuttersiure bei 22° ist 
k = 3,86-107°. 
Der Dissoziationsgrad 6 ihres Natronsalzes in einer Fliissig- 


keit mit einem Gehalt von 0,85°/, NaCl ist 6 = 0,72, 

” ” ” » 2 T. ” » & = 0,64. 

Zur Berechnung der freien 6-Oxybuttersiure im Blut oder 
Harn kann nunmehr die von mir gegebene Formel’) ohne 
weiteres 

’ 6-0 

ot at 
angewendet werden; hier ist 0’ das Verhiltnis der freien Oxy- 
butterséure zur Gesamtmenge derselben; und 


ai ail 

[H]-+é 

Z. B. ware in einem Harn, dessen [H']=1-10~° betragt 
und dessen NaCl-Gehalt ungefahr 2°), ist 

o’ = 0,143, 

d.h. 14,3°/, der Oxybuttersaéure sind frei. 

Ohne Beriicksichtigung des Dissoziationsgrades wiirde sich 
ergeben 


o = 0,26, 


d.h 26°), freie Séure, und nimmt man gar den Wert der 
Dissoziationskonstanten, den Henderson seinen Rechnungen 
zugrunde legt, so ware 


o = 0,33, 
d. h. 33°/, der Siure waren frei. 
Wie man sieht, haben die von uns angebrachten Korrek- 
turen einen recht merklichen EinfluB auf das Resultat. 


1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, 
S, 26. 





Der isoelektrische Punkt des Kohlenoxydhimoglobins 
und des reduzierten Hamoglobins. 
Von 
L. Michaelis und Z. Bien. 


(Aus dem biologischen Laboratorium des stadtischen Krankenhauses am 
Urban in Berlin.) 


(Eingegangen am 3. Juli 1914.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


Der isoelektrische Punkt des Kohlenoxydhamoglobins. 


In einer friiheren Arbeit?) wurde der isoelektrische Punkt 
des Himoglobins, und zwar zunachst in der Form des Oxy- 
himoglobins bestimmt. Mit Hilfe der uns angegebenen Me- 
thode laéBt er sich mit groBer Genauigkeit bestimmen. Es 
ergab sich fiir Oxyhimoglobin 1,8-10~* und es zeigte sich, daB 
das Resultat gleich war, ob wir mit Lésungen von krystalli- 
siertem Oxyhaimoglobin, oder mit lackfarben gemachtem Blut, 
oder mit gewaschenen, lackfarben gemachten Blutkérperchen, 
oder mit absichtlich mit Albumin verunreinigten Hamoglobin- 
losungen arbeiteten, ferner gleichgiiltig, ob wir als Regulator 
Phosphatgemische oder Kakodylsiure in bis zu einem gewissen 
Grade wechselnden Konzentration benutzten. 

Wir legen uns nun die Frage vor, wie andere Modifika- 
tionen des Hamoglobins sich verhalten. Wir beginnen heute 
mit dem CO-Hamoglobin. 

Dieses wurde folgendermaBen bereitet: Blut wird zentri- 
fugiert, mehrfach mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, 
mit Regulatorgemisch verdiinnt und dadurch gleichzeitig lack- 
farben gemacht, und, falls triibe, filtriert, sodann Leuchtgas ca. 
15 Min. durchgeleitet. Die Technik der Uberfiihrung wie sonst. 


) L. Michaelis und H. Davidsohn: Uber die Kataphorese des 
Oxyhamoglobins. Diese Zeitschr. 41, 102, 1912. 
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Bei den meisten Versuchen wird die [H'] der Mittel- und 
Seitenfliissigkeit vor dem Stromdurchgang, sowie die der Mittel- 
und der beiden Seitenfliissigkeiten nach dem Stromdurchgang 
elektrometrisch gemessen. Die angegebene Zahl der [H’] ent- 
spricht dem Mittelwert’). Alle Versuche ergaben iibrigens, daB 
sich die Mittel- und Seitenfliissigkeiten, vor und nach dem Strom- 
durchgang, niemals mehr als 3 bis 4 Millivolt unterscheiden, des- 
halb hielten wir uns fiir berechtigt, statt der einzelnen Messungen 
den Mittelwert anzugeben. 

Die Versuche sind in der nachstehenden Tabelle wieder- 
gegeben, aus der sich ein Stillstand bei einer [H’} von 1,9-1077 
bis 1,4-10~* ergab; wir diirfen also den isoelektrischen Punkt 
1,7-107* ansetzen, der friiher fiir Oxyhaimoglobin 1,8-10~’ ge- 
funden wurde, also innerhalb der Fehlerquellen absolut identisch. 


Tabelle. 








| 
Vv ersuchs Mittelfliissigkeit 
z. gemessen | | 








Gewaschene Hundeb! utkérper, 7,3. i? 6 14 | | kathodiseh 


5 prim. Phosphat .. 7 
m/., sek. Phosphat . .. 1 
dest. Wasser | 
Gewaschene Hammelblutkérper | 4,3-10-7 6,37 | kathodisch 
m/,, prim. Phosphat . . 24 
m/,, sek. Phosphat ... 8 
dest. Wasser. . . .. . 80 
Gewaschene Hundeblutkérper | 3,8-10-’ | 6,42 | kathodisch 
m/,, prim. Phosphat . . 24 
m/.; sek. Phosphat ... 8 
dest. Wassr it | 
Gewaschene Hammelblutkérper 2,4-10-7 | 6,62 | kathodisch 
m/., prim. Phosphat . . 10 | 
m/., Sek. Phosphat . 5 
dest. Wasser 
Gewaschene Hammelblutkérper | 2,2-10-7 | | kathodisch 
m/.5 prim. Phosphat . . 10 | 
m/., sek. Phosphat . . . 5 | 
dest. Wasser. . . . 80 | 
Gewaschene Hammelblutkérper | 1,9-10-7 | Stillstand 
m/,; prim. Phosphat .. 9 | | 
m/s sek. Phosphat ... 6 | 
Gah, WOME. 6s 6 ss 80 | 





‘) Mit Leuchtgas gesittigte Fliissigkeiten geben ein Potential, das 
sich sehr langsam, aber richtig einstellt, und verhalten sich etwa ebenso 
wie wenn der Wasserstoffatmosphiire ein wenig Luft beigemischt wire 
(vgl. dazu L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 
1914, S. 162). 
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Tabelle (Fortsetzung). 





[Hq] | 
| gemessen | 


Versuchs- 


Nr. Mittelfliissigkeit 


PH |Wanderung 








VII |Gewaschene Hundeblutkérper | 14-1077 | | Stillstand 
™/, prim. Phosphat .. 2 | 
m/, sek. Phosphat .. . 

| 
| 


dest. Wasser 0 

Gewaschene Hundeblutkérper | 1,2-10-’ | anodisch 
m/.5 prim. Phosphat .. 5 | 
m/,, sek. Phosphat ... 5 | 
dest. Wasser | 

Gewaschene Hammelblutk6rper | 5,8-10-* anodisch 
m/i, prim. Phosphat . .10 | 
m/., sek. Phosphat ... 5 | 
dest. Wasser 80 | 

Gewaschene Hammelblutkérper | 4,6-10- anodisch 
m/,5 prim. Phosphat .. 8 
m/.; sek. Phosphat .. . 
dest. Wasser 

Gewaschene Hundeblutkérper | 1,4-10-8 anodisch 
m/., prim. Phosphat . . | 
m/.; sek. Phosphat .. . 
dest. Wesser 

Gewaschene Hundeblutk6rper anodisch 
™/,, prim. Phosphat .. 1 
m/., sek. Phosphat .. . 
dest. Wasser 0 | 














Zusammenfassung. 
Der isoelektrische Punkt des CO-Himoglobins liegt bei 
1,7-107’, der Wert ist identisch mit dem isoelektrischen Punkt 
des Oxyhamoglobins. 


Der isoelektrische Punkt des reduzierten Hamoglobins. 


Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes des redu- 
zierten Hamoglobins bot anfanglich groBe technische Schwierig- 
keiten. Die vollkommen reduzierte Hamoglobinlésung in der 
erforderlichen Verdiinnung und ohne Anwesenheit eines iiber- 
schiissigen Reduktionsmittels bedarf nur so geringer Spuren von 
Sauerstoff zu ihrer Oxydation, daB sie schon beim Einfiillen 
in den Uberfiihrungsapparat oxydiert wurde. Die Durchfiihrung 
des Problems gelang aber in der Weise, daB das Hamoglobin 
gleich in dem Uberfiihrungsrohre reduziert wurde und auch 
die Seitenfliissigkeiten durch Durchleiten von Wasserstoff ganz 
luftfrei gemacht wurden. Die Reduktion des Oxyhamoglobins 
durfte ebenfalls nur mit Hilfe eines indifferenten Gases vor- 
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genommen werden, weil alle chemischen Reduktionsmittel die 
[H'] der Lésung in einer schwer kontrollierbaren Weise ver- 
andern. Die Ausfiihrung zeigt folgende Skizze (Fig. 1). 

Das MittelgefaiB wird mit der Lésung der gewaschenen 
Blutkérperchen in das Phosphatgemisch gefiillt; es wird so 
viel Lésung eingefiillt, daB sie das MittelgefaB beiderseits etwas 
iiberragt. Nun wird vermittels einer bis in das MittelgefiB 
ragenden Glascapillare in der Anordnung der Fig. 1 langere Zeit 











Wasserstoff durch die Lésung geschickt. Dann wird das capillare 
Glasrohr / etwas zuriickgezogen unter leichter Liiftung des zu- 
gehérigen Gummistopfens, die Hahne geschlossen, die SeitengefiBe 
ausgespilt, mit der betreffenden Phosphatlésung ohne Himo- 
globin gefillt und jede Seitenlésung einzeln lingere Zeit nach 
Anordnung der Fig. 2 mit Wasserstoff durchstrémt, zum SchluB 
das Wasserstoffzu- und -ableitungsrohr abgenommen und der 
Apparat wie gewohnlich zusammengesetzt. 


Die Versuche ergaben folgendes: 


Tabelle. 





— Mittelfliissigkeit | ; Wanderung 


| 
———____—_ A 











1 Gewasch. Hamme!blutk6rper 


Prim. Phosphat */,. .. 5. | : 
Sek. é 5,3: Anodisch 








Dest. Wasser 
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Tabelle (Fortsetzung). 





Mittelfliissigkeit | Wanderung 


| 


Gewasch. Hammelblutkérper 

. i 
Prim. Phosphat .... 49 | ‘ Anodiech 
Sek. . 8 Can 9 ee 
Dest. Wasser ..... 80] 


Gewasch. Hammelblutkorper | 
Prim. Phosphat .... 9] 
Sek. ” ee 2« ee 6 
Dest. Wasser ..... 80 | 


Gewasch. Hammelblutkérper | 
Prim. Phosphat . . . . 10 || 
Sek. » ee 
Dest. Wasser ..... 20 J 





sy i 6,77 Stillstand 


2,4-10-7 } 6,62 Kathodisch 








Am Schlu8 der Versuche wurde die Lésung, insbesondere 
der tibergewanderte Anteil derselben, spektroskopisch noch ein- 
mal nachgepriift. Es trat hierbei niemals Oxydation ein. 

Es ergibt sich somit, daB der isoelektrische Punkt des 
reduzierten Hamoglobins mit dem des Oxy- und CO-Hamoglobin 
identisch ist = 1,7-107?. 





Enzymatische Versuche mit Bacillus Delbriicki. 


Von 
Hans Euler und Harald Cramér. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 
(Hingegangen am 8. Juli 1914.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Zahlreiche, an Hefe angestellte Versuche haben gezeigt, 
daB der Enzymgehalt der Hefezellen durch Vorbehandlung in 
reproduzierbarer Weise gesteigert, und daB insbesondere die 
invertierende Wirkung lebender Hefezellen unter dem Einflu8 
verschiedener Zuckerarten wenigstens verzehnfacht werden kann. 
In einer vor kurzem ver6ffentlichten Arbeit’) haben wir gezeigt, 
daB die Invertasebildung an diejenigen Bedingungen gekniipft 
ist, unter welchen eine Neubildung des Proptoplasmas ein- 
tritt und da8 also besonders ein Energie liefernder ProzeB, wie 
derjenige der alkoholischen Garung, fiir den erwahnten Effekt 
erforderlich ist. 

Die hier mitzuteilenden Versuche sind urspriinglich in der 
Absicht angestellt worden, Anhaltspunkte dariiber zu gewinnen, 
welche biologische Bedeutung die starke Vermehrung der 
invertierenden Wirkung durch die Girung fiir die lebende Zelle 
besitzen kann. 

Wir haben dabei an die Méglichkeit gedacht, daB das 
Enzym, welches Rohrzucker invertiert, gleichzeitig noch eine 
andere Funktion ausiiben kann, welche fiir den Stoffwechsel 
der unter normalen Verhiltnissen mit Rohrzucker nicht in Be- 
rihrung kommenden Zellen wesentlicher ist als die Spaltung 
dieses Zuckers. Von diesem Gesichtspunkt aus haben wir einen 


1) Euler und Cramér, Zeitschr. f. physiol. Chem 88, 430, 1914. — 
Siehe auch diese Zeitschr. 58, 467, 1914. 
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Mikroorganismus untersucht, welcher Rohrzucker zwar zu spalten 
vermag, fiir welchen aber — so viel man nach dem jetzigen 
Stand der Kenntnisse beurteilen kann — der Rohrzucker nicht 
die gewohnliche oder natiirliche Nahrung ist. 

Uber die invertierende Wirkung von Bacillus Delbriicki war 
bis jetzt noch nichts naheres bekannt, und wir haben diesen Spalt- 
pilz zur Untersuchung gewahlt, da er wegen seiner technischen 
Bedeutung stets in gréBerem MaBe und in konstanter reprodu- 
zierbarer Weise geziichtet wird. Auch bietet er insofern einen 
giinstigen Fall dar, als die von ihm ausgeiibte Spaltung des 
Zuckers im Vergleich zu der Inversion der Saccharose langsam 
verliuft und also die Beobachtung der letzteren nicht stort. 


Experimentelles, 


Gleich bei unseren ersten Versuchen hatte es sich gezeigt, 
daB die fiir technische Zwecke angesetzten Kulturen von 
Bacillus Delbriicki nicht ganz frei von Hefezellen sind und 
deswegen fiir unseren Zweck nicht ohne weiteres anwendbar 
waren. 

Es wurde deshalb im hiesigen Laboratorium dieser Spalt- 
pilz in bekannter Weise auf Nahrgelatine geziichtet und aus 
diesen Kulturen in Kolben mit 500 ccm einer Nahrlosung 
iibergeimpft, die 2°/, Glucose bzw. ebensoviel Milchzucker ent- 
hielt. Die weitere Heranziichtung des Bacillus Delbriicki 
geschah dann in den genannten Nahrlésungen in Thermostaten 
bei 28°. An den so erhaltenen Bakterienmatsen wurde dann 
die Fahigkeit zur Milchsiuregarung und zur Inversion des Rohr- 
zuckers untersucht. 

a) Milchsiuregérung. Aus den Kulturkolben wurde 
nach kraftigem Umschiitteln 25 com Emulsion entnommen und 
in einem Erlenmeyer-Kolben mit 50 ccm 10°/,iger Milchzucker- 
lésung und 3 g CaCO, gemischt. Diese Mischung wurde dann 
in einen Thermostaten von 30° gestellt und von Zeit zu Zeit 
umgeschiittelt. Nach einer gewissen Anzahl Stunden wurde 
die Fliissigkeit zum Kochen erhitzt und im Filtrat von CaCO, 
wurde das Ca durch Fallung mit Ammoniumoxalat bestimmt. 
Wenn es sich um kleine Mengen Milchsiure handelt, werden 
naimlich durch das Ausithern einer milchsiurehaitigen Flissig- 
keit keine befriedigenden analytischen Resultate erzielt; es 
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ware héchstens zu wiinschen gewesen, dab die Milchsiure 
des Calciumlactates stets in Form ihres Zink- oder Silbersalzes 
isoliert worden ware. Eine Notwendigkeit lag bei den hier 
mitzuteilenden Versuchen nicht vor. Wenn in einer spiteren 
Untersuchung die chemische Gesamttatigkeit dieser Milch- 
siurebakterien untersucht werden wird, so soll auch die ge- 
nannte Charakterisierung der entstandenen Saure ausgefiihrt 
werden. 


b) Inversionsversuche. Fiir jeden Versuch wurden 
10 ccm Bakterienemulsion mit 20 cem 20°/,iger Rohrzucker- 
lésung und 10 ccm 1°/,iger Lésung von NaH,PO, gemischt. 
Die enzymatische Tatigkeit wurde mit 10 ccm 5°/,iger Soda- 
lésung abgebrochen. 


Da bei diesen Versuchen eine Wagung der angewandten 


Bakterien nicht ausfiihrbar war, so muBte die Menge der ein- 
gefiihrten Mikroorganismen durch Zahlung festgestellt werden, 
eine Aufgabe, die mit nicht geringen Schwierigkeiten ver- 
bunden ist. Herr Dr. Palm, der diese Rechnungen angestellt 
hat, berichtet in der folgenden Mitteilung iiber die Ausfiihrung 
seiner Messungen. 

Wir gehen nun zur Wiedergabe unserer experimentellen 
Ergebnisse tber. 


1. Vorbehandlungszeit in der Nihrlésung: 70 Stunden. 


a) Milchsiuregarung. 


mg CaO 
Lactose Glucose 
0 3,2 3,9 
4,5 3,4 4.5 
21 4,6 7,4 


Stunden 


b) Inversion. 
Lactose Giucose 
a? K-10* o K-10* 
0 5,59 _ 
60 5,56 0,3 
120 5,50 0,4 
180 5,46 0,4 
oO — 1,70 — 
Dreh. d. Nahrlés. -+- 0,19 


Minuten 
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2. Vorbehandlungszeit in der N&éhrlosung: 97 Stunden. 


Milchsduregiarung. 
mg CaO 
Lactose Glucose 
0 3,2 3,6 
18,0 3,8 3,8 
46,5 31,0 78,0 


Stunden 


3. Vorbehandlungszeit in der Nahrlésung: 117 Stunden. 


Inversionsversuch. 
Seaton 2 Lactose Glucose 
od K-10¢ a? K-10* 

0 5,59 on 5,59 — 

60 5,55 0,40 4,72 9,1 
120 5,49 0,50 3,97 9,0 
co — 1,79 -— — 1,79 — 
Nahrlés. + 0,14 — se — 


4. Vorbehandlungszeit in der Nahrloésung: 165 Stunden. 


Inversionsversuch. 
Minuten ‘ Lactose 2 Glucose : 
a K-104 a? K-104 
0 5,50 — 5,50 na 
60 5,45 0,5 4,07 16 
120 5,40 0,5 2,82 17 
— 1,76 _ — 1,76 ca 


CO 
Nahrlés. + 0,20 “ + 0 _ 


Die zur den vorstehenden Versuchen angewandten Bakterien- 
aufschlemmungen enthielten nach den Messungen von Herrn 
Palm (siehe die folgende Mitteilung) die folgende Anzahl Zellen 


per Kubikmillimeter: 


Nach Stunden — Miiuucker 


0 261 253 
70 572 3400 
97 574 9800 

117 488 12580 
165 300 9500 


Glucoselésung 


Reduziert man die oben angegebenen Inversionskonstanten 
auf die gleiche Zellenzahl, so erhalt man als Werte fiir den 
10*- K-10* 


ie -~__—_ -_..__-— die fol ahlen: 
Quotienten Sieh yar com die folgenden Zahlen 
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Dauer der Vorbehandlung 
Stunden 


70 7,0 6,5 
117 9,2 8,2 
165 16,6 17,4 


Milchzucker Glucose 


Erhebliche Versuchsfehler lassen sich natiirlich bei der 
Ermittlung dieser Quotienten nicht vermeiden. Man wird dem- 
gemaB dem regellosen Unterschied zwischen den beiden parallelen 
Reihen keine Bedeutung beimessen. Immerhin ist es bemerkens- 
wert, daB die angewandten Methoden so gute Resultate er- 
geben haben. 

Es ist zweifellos, daB durch die Vorbehandlung die In- 
versionsfahigkeit (der Invertasegehalt) der Zellen von B. Del- 
briicki um mehr als 100°/, gesteigert wird. 

Sehr auffallend ist, daB die Vorbehandlung mit Lactose 
angenahert den gleichen Effekt hat wie die Vorbehandlung mit 
glucosehaltiger Nahrlésung. Im Wachstum macht sich namlich 
ein ganz enormer Unter- 
schied bemerkbar. Dies 
zeigt die nebenstehende 
Figur. Dieselbe stellt 
den zeitlichen Zuwachs 
des B. Delbriicki in 
lactose- und in glucose- 
haltiger Nahrlésung dar. 
Die Kurve ist in der 
Weise erhalten worden, 
daB die von Herrn Palm 
angegebenen Versuchs- Fig. 1. 
reihen auf einen ge- 
messenen Anfangswert fiir die Bakterienzahl, namlich 260 Zellen 
pro Kubikmillimeter, reduziert worden sind. 

Das Wachstum auf Lactose ist sehr gering. Es liegt sogar 
nahe anzunehmen, daB der Bacillus Delbriicki die Lactose iiber- 
haupt als Nahrung nicht beniitzt hat, und daB das beobachtete 
Wachstum von den als Verunreinigungen im angewandten Pri- 
parat (Kahlbaum) anwesenden Spaltprodukten Glucose und 
Galaktose herriihrt. 


Wie dem auch sei, jedenfalls hatte man nach unseren 
Biochemisehe Zeitschrift Band 67. 14 
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friiheren, an Hefe gewonnenen Ergebnissen erwarten sollen, 
daB die GroBe der Invertasebildung mit dem Wachstum der 
Zellen einigermaBen parallel geht. 

Die Untersuchungen iiber die Dynamik der Enzymwirkungen 
bei Bacillus Delbriicki werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


Bacillus Delbriicki besitzt eine betrichtliche Inversions- 
fahigkeit gegen Rohrzucker. 

Die Inversionsfahigkeit (der Invertasegehalt) kann durch 
Vorbehandlung der Zellen in zuckerhaltigen Nahrlésungen weit 
iiber 100°/, gesteigert werden. 

Bemerkenswert ist, daB diese Enzymbildung in einer lactose- 
haltigen Nahrlésung, in der nur sehr geringes Wachstum statt- 
findet, quantitativ ebenso verliuft, wie in einer Glucoselosung, 
in der sich die Zellen normal vermehren. 
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Ober die Vermehrung von Bacillus Delbricki in lactose- 
bzw. glucosehaltigen Nahrlésungen. 
Von 
Bj. Palm. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 8. Juli 1914.) 


Parallel mit einer Untersuchung iiber die Enzymbildung 
in Bacillus Delbriicki, tiber die Prof. v. Euler in der vor- 
stehenden Mitteilung berichtet hat, wurden Bestimmungen der 
Bakterienmenge der in dieser Hinsicht zu untersuchenden 
Kulturen ausgefiihrt. 

Ehe ich auf Methodik und Resultate meiner Zihlungen 
eingehe, méchte ich in aller Kiirze einige besonders diagnostisch 
wichtige Merkmale des untersuchten Bacillus hervorheben. 

Die erste Beschreibung von B. Delbriicki — auch Kultur- 
milchséurebacterium genannt — stammt von Leidmann!’), 
der die betreffende Art zuerst isoliert hat; dieselbe ist aber 
sehr knapp abgefaBt, und ich ziehe es deshalb vor, mich an 
die von Henneberg’) bei einer Nachuntersuchung gewonnenen 
Tatsachen zu halten. 

Die Zellen sind anfanglich kurz und diinn, die Lange der- 
selben kann zwischen 2,8 und 7 uw, die Breite zwischen 0,4 und 
0,7 w schwanken. Die Zellfaden kénnen betrichthche Lingen- 
maBe aufweisen, von 100 bis 973 uw. In jiingeren Kulturen 
sind sie teils einzeln zu finden, teils zu zwei oder mehreren in 
geraden oder winkeligen Linien verbunden. Sehr oft findet 
man ganzlich abweichende Zellformen, die z. B. in Spiralen 
wachsen kénnen, aber stets nur unter bestimmten Kultur- 


1) Centralbl. f. Bakt. [2] 2, 281, 1896. 
*) Wochenschr. f. Br. 18, Nr. 30, 1901; Autorreferat im Centralbl. 
f. Bakt. II. Abt., 1902, 185. 
14* 
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bedingungen, so in Maischeagarkulturen. Mit zunehmendem 
Alter der Kulturen werden die Zellen kiirzer und die Zell- 
ketten kurzgliedriger. 

Hefewasser, Hefeextrakt sowie ungehopfte Wiirze und 
Maische bieten B. Delbriicki die giinstigsten Entwicklungs- 
moglichkeiten dar. Die kiinstlichen Nahrlésungen sind weitaus 
unginstiger. Das Wachstum unserer Art hat sich als viel 
kraftiger in Stichkulturen als auf Oberflachenkulturen erwiesen; 
die erzeugten Kolonien waren hier fiir gewohnlich annahernd 
rund und von weiBer bis weiBgelblicher Farbe. Auf Agar-Agar 
hat man ein Wachstumsoptimum bei 45° gefunden; das Mini- 
mum liegt bei 18°. Feuchte Warme tétet bei 68 bis 70° in 
einer Minute, trockene bei 93 bis 96°. B. Delbriicki bildet 
Saure aus Dextrin, Glucose, Fructose, Maltose, Galaktose und 
Rohrzucker. Keine merkliche Saéuerung wird in Arabinose, 
Dulcit, Erytrit, Inulin, Mannit, Lactose, Quercit, Raffinose, 
Rhamnose, Starke und Trehalose erzeugt. 


Versuchsanordnung. 

Als Impfmaterial diente eine Kultur von Bacillus Del- 
briicki aus dem Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin. Aus 
demselben wurde eine Reinzucht auf Nahragar -+- Traubenzucker 
in Roéhrchen angelegt. Der Nahragar war folgendermaBen zu- 
sammengesetzt: 

1,5°/, Agar-Agar, 1,0°/, Liebigs Fleischextrakt, 
1,0°/, Pepton, 0,5°/, Kochsalz. 

Diesem Nahragar wurden 0,3°/, Traubenzucker zugesetzt. 

Auf jeden Versuchskolben kam in der Regel eine Réhre 
mit Impfmaterial. Das Beschicken der Kolben mit dem 
Bakterienmaterial wurde in folgender Weise ausgefiihrt. Nach- 
dem die Rohrchen durch aufeinanderfolgendes Waschen in 
Alkohol, Schwefelsiure und Ather sterilisiert worden waren, 
wurden sie so schnell wie moglich bis zur halben Lange in 
den Kolben eingefiihrt und dann mit einer sterilisierten Zange 
zerbrochen. Dadurch wurde ein lastiges und _ gefihrliches 
Herausnehmen der Impfmasse aus den Roéhrchen vermieden. 
Dieses Verfahren hat sich als sehr zweckmaBig herausgestellt, 
da in keinem Falle eine Infektion der Kolben eingetreten ist. 

Die Kolben, in die iibergeimpft wurde, hatten einen Raum- 
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inhalt von 21 und enthielten 11 Nahrlésung von folgender 
Zusammensetzung per Liter: 

0,25 g Magnesiumsulfat, 

5,0 g Orthomonokaliumsulfat, 

4,0 g Asparagin. 


Dazu kommt in den mit 3 bis 10 bezeichneten Versuchen 
4 g Lactose, in den mit 11 bis 20 bezeichneten Versuchen 
4 g Glucose. 

Nach dem Uberimpfen wurden die Kolben kriftig ge- 
schiittelt, um moglichst gleichmaBige Verteilung der Bakterien 
in der Nahrlosung zu erhalten. Siamtliche Kolben wurden im 
Thermostaten bei 28° gehalten. 

Beim Zahlen der Bakterien ist folgendes Verfahren zur 
Anwendung gekommen. 

Die Ziahlungen sind mit Hilfe der Kochschen Platten- 
methode ausgefiihrt worden. Zwar wire vielleicht eine andere 
Methode bei dem relativ schlechten Wachstum von B. Del- 
briicki in kiinstlichen Nahrmedien vorzuziehen gewesen; die 
Hauptforderung, daB die zwei Versuchsreihen miteinander ver- 
glichen werden kénnen, wird jedoch auch hier erfiillt. Von 
den anderen mehr oder weniger gebriiuchlichen Methoden schien 
mir keine sich in dieser Hinsicht so gut bewahrt zu haben’). 

Aus jedem Kolben wurde mit einer gradierten Pipette 
in steriler Weise 1 ccm der Bakterienemulsion entnommen und 
in einen Kolben mit 500 cem sterilisiertem Wasser iibergefiihrt. 
Nach Umschiitteln des Inhaltes wurde wiederum aus diesem 
1 ccm entnommen und in eine Rohre eingefiihrt, die 10 ccm 
Nahrgelatine enthalt; nach kraftigem Umschiitteln wurde diese 
Mischung in sterile Petrischalen ausgegossen. Die Nahrgelatine 
war in die genannten Rodhren mit Hilfe einer sterilisierten 
10-ccm-Pipette eingefiihrt worden. 

Von der letzterwahnten wisserigen Emulsion wurde 1 ccm 
in eine Rohre mit 10 ccm sterilem Wasser iibergefiihrt. Nach 
griindlichem Umschiitteln wurde hieraus 1 ccm Loésung ge- 
nommen, der in eine Réhre eingeimpft wurde, die 10 ccm Nahr- 
gelatine enthielt, aus welcher Platten gegossen wurden. 


1) Ich kannte damals nicht die jiingst veréffentlichten Methoden 
von Aumann, P. Th. Miller und Viehoever (siehe unten im Text). 
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Ferner wurden der gleichen Lésung von 500 ccm 1 ccm 
entnommen und in ein Reagensglas iibergefiihrt, das 20 ccm 
sterilisiertes Wasser enthielt. Nach Umschiitteln wurden diese 
mit 10 ccm Nahrgelatine gemischt, worauf die Mischung in 
Petrischalen entleert wurde. 

Bei einigen Rechnungen kam eine weitere Verdiinnung 
zur Anwendung. Aus dem obenerwahnten Kolben mit 500 ccm 
Bakterienemulsion wurde nach Umschiitteln des Inhaltes 1 ccm 
entnommen, der in einen Kolben mit 200 ccm sterilisiertem 
Wasser iibergefiihrt wurde. Aus der so erhaltenen Emulsion 
wurde in gewohnlicher Weise 1 ccm entnommen und mit 10 ccm 
Nihrgelatine gemischt. Mit dieser Mischung wurden dann 
Platten gegossen. 

Fiir die Zihlungen kamen somit 4 verschiedene Ver- 
diinnungsgrade zur Anwendung, namlich: 


1:500 1:10000 
1:5000 1:100000 


Von jeder Verdiinnung wurde eine Platte gegossen. Doch 
kamen fiir die Zahlungen, die innerhalb der 4 ersten Tage nach 


Beginn des Versuches ausgefiihrt wurden, nur die 3 niedrigsten 
Verdiinnungen zur Anwendung, in den folgenden Tagen nur 
die 3 héchsten Verdiinnungen. Die in den Tabellen angegebene 
Bakterienzahl ist also das Mittel zwischen der Kolonieanzahl 
der 3 Platten, nachdem die erforderlichen Multiplizierungen 
ausgefiihrt sind. Zu den Zahlungen der Kolonien auf den 
Platten wurde ein Wolffhiigel-Rechenapparat mit Lupe an- 
gewandt; jede Platte wurde erst 8 Tage nach der Anlage unter- 
sucht bzw. gezihlt. Die Ergebnisse sind in den beiden folgenden 
Tabellen zusammengestellt. 


Tabelle a. 


Milchzuckerkulturen. Zellenzahl per Kubikmillimeter. 








Stunden Versuch 


0 
48 
70 
97 

117 
165 
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Tabelle b. 


Glucosekulturen. Zellenzahl per Kubikmillimeter. 





Stunden Versuch 











0 
48 


rr 
‘ 


97 
117 tes 
165 | 9500 





Die erhaltenen Zahlen werden im Zusammenhang mit den 
Ergebnissen der enzymatischen Untersuchungen besprochen 
werden. Ich méchte aber hier hervorheben, daB ich viel gréBere 
Zahlen erwartet hatte. Der geringe Zuwachs beruht wohl auf 
dem Umstand, da8 B. Delbriicki nur schlecht in kiinstlichen 
Nahrmedien wiachst, zumal bei so niedriger Temperatur, wie 
die von mir eingehaltene. Eine Ursache ist vielleicht auch die 
Anwendung des Plattenkultur-Verfahrens, wo kiiustliches Nahr- 
substrat verwendet wurde. 


Die Methoden zur Bestimmung der Vermehrung der 
Zellenzahl. 

Fiir die obigen Versuche habe ich mich, wie erwahnt, der 
alten Kochschen Plattenmethode bedient. Dieselbe wird be- 
kanntlich seit langer Zeit vielfach verwendet und hat trotz 
aller anhaftenden Mangel doch vielleicht die besten Dienste 
unter den allgemein verbreiteten Zaihlmethoden fiir Bakterien 
geleistet. DaB die Fehlerquellen beim Gebrauch dieser Methode 
jedoch nicht unbetrachtlich sind, geht aus den vielen Versuchen 
hervor, eine médglichst einwandfreie Methode ausfindig zu 
machen. Indessen hat bis jetzt keine das Zahlverfahren von 
Koch verdrangen kénnen. 

Da das Studium der Enzymbildung und Anpassung im 
hiesigen Laboratorium an Bakterien in mehrfacher Hinsicht 
fortgesetzt wird und eine genaue Zihlmethode fiir derartige 
Untersuchungen von wesentlicher Bedeutung ist, so halte ich 
es fiir angebracht, hier an meine Versuche eine Ubersicht iiber 
die wichtigsten vorhandenen Zahlmethoden zu geben, um so 
mehr, als dieselben auch bei andern enzymatischen und bio- 
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chemischen Versuchen zur Anwendung kommen konnen. Bei 
der jetzt so enorm angewachsenen bakteriologischen Literatur 
fordert es nimlich einen groBen Aufwand an Zeit, die ver- 
schiedenen Methoden und Modifikationen, die 6fters in Spezial- 
arbeiten iiber Boden-, Milch- und Wasserbakteriologie enthalten 
sind, zusammenzustellen *). 

Die Kochsche Methode brauche ich hier wohl nicht naher 
zu behandeln und verweise nur auf das im Anfang dieser Mit- 
teilung Gesagte. Nur einige Bemerkungen méchte ich noch 
hinzufiigen. 

Um médglichst genaue und einwandfreie Resultate zu er- 
zielen, ist folgendes besonders zu beriicksichtigen: Beim Her- 
stellen der verschiedenen Konzentrationen der zu untersuchen- 
den Flissigkeit ist ein langeres Verweilen der Zellen im Ver- 
diinnungswasser tunlichst zu vermeiden, da mehrere Autoren 
einen schidigenden EinfluB auf die Entwicklungsfaihigkeit der 
Bakterien durch das Wasser beobachtet haben wollen. Die 
Wahl des Nahrsubstrates erfordert besondere Sorgfalt. Damit 
die zu zahlende Bakterienform in dem fir ihre Entwicklung 
gunstigsten Medium wichst, miissen die vorteilhaftesten Kul- 
turbedingungen vorhanden sein. Auch Temperatur, Beschat- 
tung und Luftfeuchtigkeit miissen je nach der betreffenden 
Art gewahlt werden. Die Zahlung der erhaltenen Kolonien 
geschieht am besten friihestens 2 bis 3 Tage nach GuB der 
Platten. Gewohnlich erweist es sich am vorteilhaftesten noch 
ein paar Tage linger zu warten. Dies richtet sich natiirlich 
hauptsaichlich nach der Zuwachsgeschwindigkeit der Bak- 
terienart. 

Die Zihlung kann man, wie es bei meinen obenerwaihnten 
Rechnungen geschehen ist, mit Hilfe eines Zahlapparates nach 
Wolffhiigel ausfiihren. Die genauesten Resultate erhalt man, 
wenn samtliche Kolonien in einer Petrischale gezahlt werden; 
beschrinkt man sich darauf, eine geringere Anzahl von Qua- 
draten zu zaéhlen, so muB der Flacheninhalt der Schale und 
per gezahiten Quadrate ermittelt werden. Das Ergebnis der 


1) Ich muB bei dieser Gelegenheit erwaihnen, da8 mir hier ein 
Teil der einschlagigen Literatur nicht zuginglich war. So habe ich 
z. B. nicht im Original lesen kénnen: Kiihl, Zeitschr. f. dffentl. Chem. 
28, 1912. 
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Zahlung ist natiirlich in beiden Fallen von der angewandten 
Menge Wasser auf 1 ccm zu reduzieren. 

Ist die Zahl der Kolonien eine sehr groBe — iiber 1500 
aber auch nur in diesem Fall —, so kann es angemessen sein, 
die Zahlung unter dem Mikroskop zu verrichten. Damit aber 
dieses Verfahren anwendbare Werte gebe, so mu8 sowohl die 
Verteilung der Bakterien auf der Platte wie die Dicke der 
Platte vollkommen gleichformig sein. Ferner sind dann an 
das anzuwendende Mikroskop besondere Anforderungen zu 
stellen: entweder ein groBer Objekttisch oder ein nach riick- 
warts ausgebogenes Stativ. Da man indessen durch geeignete 
Verdiinnungen eine groBe Kolonieanzahl der Platten vermeiden 
kann, ohne daB die Genauigkeit erheblich leidet, diirfte es 
iiberfliissig sein, dieses Zihlverfahren weiter zu besprechen. Ich 
verweise statt dessen auf die ausfiihrliche Beschreibung in 
Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden 6, 329 ff. 
und Spitta und Ohlmiiller, Untersuchung nnd Beurteilung 
des Wassers und Abwas¢zers, 3. Auflage 1910, S. 267. 

Auch bei Beobachtung aller VorsichtsmaBregeln ist die 
Methode keineswegs einwandfrei. So ist es z. B. nicht méglich, 
die Bakterien beim Schiitteln vollstindig voneinander zu trennen; 
oft kommt es vor, da zwei oder mehrere Zellen aneinander 
hangen bleiben und dadurch nur zur Bildung einer Kolonie 
AnlaB geben. Dadurch geben oft genug die gefundenen Werte 
AnlaB zu Fehlern. Ferner ist die Anzahl] der Platten, die 
iiberhaupt der Zahlung unterworfen werden darf, ziemlich be- 
schrankt. Eine Verdiinnung, aus der sich weniger als etwa 
50 Kolonien auf der Platte entwickeln, wird am besten nicht 
bericksichtigt. Zu den Nachteilen der Methode ist auch der 
erwihnte Umstand zu rechnen, daB die Zahlung erst nach 
Verlauf von 4 bis 6 Tagen ausgefiihri werden kann. Wenn 
es sich um schnelles Ermitteln des Keimgehaltes handelt, ist 
diese lange Dauer sehr lastig. Durch die Entwicklung von 
Schimmelpilzen oder Gelatine verfliissigenden Bakterien, die oft 
schwierig fern zu halten sind, kann die Brauchbarkeit der 
Platten auch erheblich beeintrachtigt werden. 

Dieser Nachteile wegen hat die Methode mehrere Modi- 
fikationen erfahren. 

Bei geringer Bakterienzah], wie z. B. Trinkwasser, setzt 
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man zu einem grdBeren Volumen Wasser solche Zusitze, wie 
z. B. Ferrisulfat und Soda (Ficker)') oder Liquor ferri oxychlo- 
rati (O. Miiller)*), aus denen ein Niederschlag entsteht, der die 
Bakterien mitreiBt. Dadurch wird eine Anreicherung der 
vorhandenen Keime erzielt, die dann auf verschiedenen Nahr- 
béden geziichtet werden. 

Ganz neuerdings hat P. T. Miiller®) diese Methode noch 
weiter ausgearbeitet und zur quantitativen Bestimmung der 
Bakterienzahl brauchbar gemacht. 

Indem man den erhaltenen Bakterienniederschlag — statt 
ihn auf Platten zu ziichten — einer Zihlung unter dem Mikro- 
skop unterwirft, erhalt man eine Methode, die vielfach ange- 
wendet werden diirfte. Speziell zur Untersuchung bakterien- 
armer Flissigkeiten diirfte Miillers Methode vorteilhaft sein, 
um so mehr als das Verfahren sich leicht innerhalb 1 Stunde 
ausfiihren ]aBt. 

Man verfahrt nach Miller folgendermaBen: In einem 
MeBzylinder werden 100 ccm der zu untersuchenden Fliissig- 
keit mit 5 ccm Formalin versetzt, um wahrend derSedimentierungs- 
zeit Vermehrung der Bakterien zu verhindern. Nach Zusatz 
von 5 Tropfen Liquor ferri oxychlorati soll durch Einblasen 
von Luft mittels einer Pipette eine griindliche Mischung erzielt 
werden. Nach */,stiindigem Stehen ist ein flockiger Nieder- 
schlag abgeschieden. Die iiberstehende klare Fliissigkeit gieBt 
man dann vorsichtig ab und setzt dem Sediment 5 Tropfen 
konzentrierter alkoholischer Gentiana-Violettlésung zu. Der 
Niederschlag wird jetzt in ein Zentrifugierglaschen entleert und 
nach etwa einer Minute dauerndem Verweilen in kochendem 
Wasser kurze Zeit zentrifugiert*). 


1) Hygienische Rundschau 1904, Nr. 1. Zitiert nach O. Miller 
(siehe unten). 

*) Zeitschr. f. Hygiene 51, 9, 1905. 

’) Arch. f. Hygiene 75, 191, 1911 bis 1912. 

*) Aumann (Centralbl. f. Bakt. (2), 38, 634, 1912) ist der Ansicht, 
daB eine Anreicherungsmethode wie z. B. die Miillersche in Verbindung 
mit der Untersuchung in der Quarzkammer bessere Ergebnisse geben 
diirfte, als in der Kombination mit einer Farbemethode. Ich glaube 
jedoch, die Miill er sche Methode ist die einfachste und demgemaB weniger 
zeitraubend. 
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Ist die Miillersche Methode fiir bakterienarme Fliissig- 
keiten besonders gut geeignet, so kann die von Eberle') und 
Klein*) begriindete, ausschlieBlich bei der Untersuchung von 
Wassern usw., deren Keimgehait ein sehr hoher ist, Anwendung 
finden. Diese Zahlmethode gibt bei méglichster Einfachheit 
der Manipulationen vorziigliche Resultate. 

Die Zahlung geschieht auf eine sehr einfache Weise. In 
einem Uhrglase wird zu einem bestimmten Quantum (z. B. zu 
1/, ccm) einer fliissigen Kultur oder der Emulsion einer festen 
Kultur in physiologischer Salzlésung ein gleiches Quantum 
Anilinwassergentianaviolett (Ehrlich) zugesetzt. Die beiden 
Flissigkeiten werden durch eine Platinédse einen Augenblick 
gemischt; nach 2 bis 3 Minuten sind die Bakterien schon sehr 
intensiv gefarbt. 

Nachdem die Fliissigkeiten jetzt tiichtig umgeriihrt worden 
sind, wird mittels einer geaichten Platinése ein also bekanntes 
Quantum der Fliissigkeit auf einem vollstandig fettfreien Deck- 
glischen gleichmaBig ausgestrichen. Dabei wird die gefirbte 
Bakterienemulsion mit einer Gelatinelésung gemischt und iiber 
das Glas verteilt. Dieses Verfahren triagt dazu bei, die Ent- 
farbung der Bakterien zu verhindern. Nach Trocknen des 
Praparates an der Luft wird dasselbe nicht flambiert, sondern 
sofort und ohne Ausspiilen in Xylol-Kanadabalsam eingeschlossen. 

Das Zahlen von 50 Gesichtsfeldern geniigt meistenteils, 
bei groBer Bakterienzahl ist ein Okularnetzmikrometer anzu- 
wenden. 

Hehewerth’), der die praktische Anwendbarkeit der Klein- 
schen Methode gepriift hat, zeigte, daB dieselbe mit wirklichem 
Nuizen nur dann angewandt werden kann, wo es sich um einen 
Bakteriengehalt von einigen Millionen per Kubikzentimeter 
handelt. Ein weiterer Nachteil ist der, daB die nach dieser 
Methode ausgefiihrten Zahlungen sich auf eine so unsichere 
Dosierung wie die durch eine Platinédse beziehen. Bekanntlich 
ist ja die Aufnahmefihigkeit einer Platindse wesentlich ab- 
hangig von der Konsistenz der aufgenommenen Flissigkeit. 

Ein offenbar noch einfacheres Verfahren zur Bakterien- 


1) Zentralbl. f. Bakteriol. [1] 19, 2, 1896. 
*) Arch. f. Hygiene 34, 834, 1901. 
5’) Arch. f. Hygiene 39, 321, 1901. 
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zihlung hat Winterberg’) angewandt. Er bediente sich der 
Thomas-ZeiBschen Blutkérper-Zahlkammer zur Ermittlung der 
Bakterienzahl. Hier wird die Rechnung indessen natiirlich in 
hohem Grade durch die Eigenbewegung und Molekularbewegung 
der Bakterien erschwert, ferner durch das Vorkommen von 
Bakterienanhaufungen, die nicht trennbar waren, und von Ver- 
unreinigungen. Da sie ungefarbt waren, waren sie auch schwer 
zu zahlen, und dazu kommt als Nachteil, da8 die Zaihlung un- 
mittelbar geschehen mu, damit eine nachtragliche Vermehrung 
der Bakterien das Resultat nicht beeinfluBt. 

Unter der Voraussetzung, dafs wenigstens den wesent- 
lichsten Nachteilen der Winterbergschen Methode abgeholfen 
werden kann, diirfte dieselbe vielfach zur Anwendung kommen. 
Tatsichlich scheint es, daB man sich durch die von Viehoever’) 
kiirzlich vorgeschlagenen Verbesserungen dieser Methode dem 
Ideal fiir ein Bakterienzihlverfahren genahert hat, wenig- 
stens unter einer Voraussetzung, auf die ich unten zuriick- 
komme, 

Durch Zusatz von 1 bis 5°/, Schwefelsiure ist es Viehoever 
gegliickt, die Eigen- und Molekularbewegung der Bakterien auf- 
zuheben und ihre Absetzung in der Zahlkammer zu beschleunigen. 
Frisch bereitetes Kupferoxydammoniak beseitigt die Verunreini- 
gungen und verhindert die Zellvermehrung. SchlieBlich farbt er 
die Bakterien in der kupferhaltigen Zahlfliissigkeit mit Methylen- 
blaulésung. In bezug auf die Reagenzien ist folgendes zu be- 
merken. Zur Herstellung des Kupferoxydammoniaks fiillt man 
in eine lange, mit Schlauch und Quetschhahn verschlossene 
Roéhre Kupferspine, iibergieBt sie mit 30°/, Ammoniak (0,91 
spez. Gew.) und deckt oben mit einer Glaskappe. Die beim 
Offmen des Hahnes ablaufende Fliissigkeit gieSt man so lange 
zuriick, bis dieselbe die Fahigkeit hat, reine Cellulose zu lésen. 
Das Reagens ist wenig haltbar. Die Methylenblaulésung wird 
durch Sattigung des Farbstoffes in 95°/,igem Alkohol her- 
gestellt; 1 Teil wird mit 10 Teilen keimfreien Wassers ge- 
mischt, worauf Filtration erfolgt. 

Die Ausfiihrung der Zihlung mag in Viehoevers Original- 
mitteilung nachgesehen werden. 


1) Zeitschr. f. Hygiene 29, 75, 1889. 
*) Centralbl. f. Bakt. [2] 39, 290, 1913. 
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Sieht man bei schwacher Vergro8erung unregelmaBige Ver- 
teilung oder Haiufchen auf dem Mikrometernetz, so miissen neue 
Priparate gemacht werden. Erst nachdem die Bakterien sich 
vollistiindig abgesetzt haben, kann man das Zahlen beginnen; 
schon nach 15 bis 30 Minuten ist alles in vélliger Ruhe. Wenn 
man Gelegenheit hat, alle 400 Quadrate zu zahlen, erhailt man 
natiirlich die zuverlassigsten Resultate, indessen kann man sich 
mit der Zahlung einer geringeren Anzahl begniigen. 

Ferner ist zu bemerken, da8 die Zahikammer zwischen 
den Zahlungen einwandfrei gereinigt werden mub. Viehoever 
macht hieriiber keine Angaben. Winterberg empfiehlt: 

1. Abspiilen in Sublimat (1: 2000) und Abtrocknen mittels 
Eirschlederlappen ; 

2. Abspiilen mit Aqua dest.; 

3. Abspiilen mit 60°/,igem und absolutem Alkohol; 

4. Abspiilen mit Ather, und dann 

5. Durchziehen durch die Flamme bis zum volligen Trocknen. 


Nach Aumann’) aber ist es ,auf diese Weise gar nicht 
moglich, eine absolut reine und sterile Zihlkammer zu erzielen“. 
Verhalt es sich so, so lassen sich nach der Methode von Vie- 
hoever kaum zuverlissige Resultate gewinnen. An Stelle einer 
Glaskammer schligt Aumann — bei der Diskussion der Még- 
lichkeit einer ultramikroskopischen, quantitativen Bestimmung 
der Bakterienzahl im Wasser — eine Kammer aus Quarz vor, 
wie sie von ZeiB im Handel gefiihrt wird. Diese Quarzkammern 
sind saurefest und hitzebestindig und liefern bei geeigneten 
Reinigungsverfahren stets einwandfreie Resultate. 

Die Viehoeversche Methode wiirde also, wenn Aumann 
recht hat, nur in Kombination mit einer Quarzzihlkammer be- 
friedigende Resultate ergeben, die dann aber auch als vdllig 
einwandfrei anzusehen waren. Ich glaube, es ware der Miihe 
wert, diese Kombination naher zu studieren. 

Zum Schlu8 méchte ich noch mit einigen Worten eine von 
Aumann’) neulich versuchte Methode, mit dem Ultramikroskop 
mit Dunkelfeldbeleuchtung direkt die Zaihlung der Bakterien 
im Wasser vorzunehmen, beriihren. Nach ihm gelingt dies 


1) Centralbl. f. Bakt. [2] 88, 626, 1912. 
*) Centralbl. f. Bakt. [2] 21, 307, 1911. 
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sehr leicht in einer gewohnlichen Zahikammer nach Tiirk. Als 
groBen Vorteil dieser Methode hebt er die Schnelligkeit hervor, 
mit der beispielsweise die Zahlung von Wasserbakterien vor- 
genommen werden kann, und die bedeutend gréBeren Zahlen, 
die erhalten werden im Vergleich zu den Ergebnissen der Platten- 
methode, was auf eine vollstindigere Zaihlung hindeutet. Nun 
hat, wie bereits erwahnt, Aumann selbst auf die Fehlerquellen 
der Glaszihlkammer hingewiesen und auBerdem den praktischen 
Nutzen der Aumannschen Methode in Zweifel gezogen. Mit 
den von Aumann eingefiihrten Verbesserungen hat sich die 
Anwendbarkeit der Methode erweitert, aber trotzdem scheint 
mir dieselbe noch wenig erprobt zu sein, so daB ein kurzer 
Hinweis auf dieselbe geniigen mag. 





Beitrage zur physiologischen Wirkung einiger 
proteinogener Amine. 


Von 
Fr. Vanysek. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der k. k. béhmischen Universitat 
Prag.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1914.) 
Mit 4 Figuren im Text. 


Bei Gelegenheit toxikologischer Untersuchungen iiber die 
Wirkung proteinogener Amine bemiihte ich mich auf Anregung 
des Herrn Prof. v. Lhotak, eine Methode ausfindig zu machen, 
die es erméglichen wiirde, in einer gegebenen, wirksamen Mi- 
schung, die die Anwesenheit einer Aminobase voraussetzen laBt, 
das Vorhandensein eines der wichtigen Amine auch tatsachlich 
nachzuweisen. 

Pauly beschreibt eine charakteristische Reaktion auf Histi- 
din: Rotfarbung durch Diazobenzolsulfosaure. 

Das Histamin gibt nach Ackermann dieselbe Reaktion, 
ahnlich wie die Bromwasserreaktion nach Knoop. 

Ich war bemiiht, an dem iiberlebenden Darme verschie- 
dener Tiere (Katze, Kaninchen, Hund) eine biologische Reaktion 
ausfindig zu machen, die fiir die wichtigsten Amine — das 
Histamin und das Tyramin — charakteristisch wire. Die Ver- 
suche, die ich zu diesem Zwecke bisher unternahm, lieferten 
jedoch keine so eindeutigen Resultate, daB es schon jetzt még- 
lich ware, dieselben zur Ausarbeitung einer einwandfreien bio- 
logischen Methode zum Nachweis der gepriiften Amine zu be- 
niitzen. Wir beschrinken uns deshalb bloB auf die Mitteilung 
einiger interessanter Befunde, die die physiologische Wirkung 
einiger Amine naher beleuchten. 
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Von dem Dinndarm einer Katze wurden etwa 2 cm lange 
Streifen geschnitten und ihre Bewegungen nach der Magnus- 
schen Methode registriert. Als Bad beniitzten wir die Tyrod- 
sche Losung. Der Zylinderinhalt betrug genau 100 ccm, die 
Temperatur 38°. Der Versuch wurde immer so angeordnet, 
daB so lange wie méglich die Peristaltik des Darmes registriert 
wurde und erst nach 5 bis 10 Minuten langem regelmaBigem 
Gange der Trommel wurde die zu untersuchende Lésung dem 
Bade beigegeben. Die weiter im Text angefiihrten Dosen 
wurden immer auf 100 ccm Badeinhalt appliziert. 

Das in den Versuchen verwendete Histamin und Tyramin 
stammt von der Firma Hoffmann-La Roche. 

Die Darmschlinge einer normalen Katze vollfiihrt in Ty- 
rodscher Lésung regelmaBige, peristaltische Bewegungen. Nach 
Applikation von 0,1 g Magnesiumchlorid (100 ccm Lésung) 
macht sich eine auffallende Hemmung der Darmbewegungen 
bemerkbar. Als die Peristaltik gianzlich geschwunden und der 
Tonus bedeutend gesunken war, setzten wir der Lésung 0,01 g 
Pilocarpin zu (auf 100 ccm). Der Zustand des Darmes blieb 
unverandert. Die kleine Dosis von Physostigmin wirkt unbe- 
deutend. Beide Dosen haben bei gleichzeitig potenzierter Wir- 
kung ebenfalls einen kleinen excitierenden EinfluB. (An dem 
Darmpraparate kann man diese potenzierte Wirkung beider 
Alkaloide sehr schén demonstrieren; die Wirkung von 2 mg 
Pilocarpin -+- 2 mg Physostigmin ist gleich der Wirkung von 
6 mg Pilocarpin.) Strophanthin in einer Dosis von */,, mg wirkt 
ebenfalls sehr schwach. Die durch Magnesiumchlorid hervor- 
gerufene Hemmung wird nur durch das Histamin vollkommen 
beseitigt. 0,2 Ampel Imido-Roche auf 100 ccm Lésung (Histamin 
in Verdiinnung 2: 1000000) rufen in einem ganz innerten Pra- 
parate nur eine regelmaBige Peristaltik, in reizbaren Praparaten 
betrichtliche Tonussteigerung mit lebhafter Peristaltik hervor. 
Unter den anorganischen Exzitantien, welche die durch Magne- 
siumchlorid hervorgerufene Hemmung zu beseitigen imstande 
sind, ist Bariumchlorid (*/, bis 1 deg: 100) und auch das 
Natrium jodatum (2 bis 4 deg: 100) zu nennen. In dem 
letztgenannten Stoffe erkannte ich auch einen Antagonisten der 
hemmenden Wirkung des NaCl (5 deg). (Das NaJ bringt in 
einer Dosis von 2 deg: 100 den Sphincter ani des Hundes zu 











Beitrage zur physiologischen Wirkung proteinogener Amine. 223 


einer starken Contraction.) Bei dem Experimente mit Histamin 
ist darauf zu achten, daB 1. der Darm nicht von einer triachtigen 
Katze stammt und 2. auch nicht wahrend der Lactation genommen 
wird. Ein solcher Darm ist namlich fiir autonome Faktoren 
iiberempfindlich und man kann bei ihm die durch Magnesium- 
chlorid verursachte Hemmung schon mit Physostigmin be- 
seitigen. Ferner sei auch erwahnt, daB selbst bei einer frischen 
Darmschlinge einer normalen Katze durch die Dosis von 1 deg 
Magnesiumchlorid die Peristaltik sich fiir eine langere Zeit nicht 
unterdriicken 1aBt. 

Der Darm erschlafft zwar nach doppelter Dosis, aber das 
Histamin erzeugt dann in der genannten Verdiinnung meistens nur 
eine voriibergehende Belebung der peristaltischen Bewegungen. 

Wie also aus dem Gesagten ersichtlich, ist das Histamin 
ein energisches Muskelexcitans. Mit dieser Eigenschaft hangt 
eine andere Beobachtung zusammen: Histamin ist ein gewaltiger 
Antagonist der hemmenden Darmwirkung des Chloroforms. 
Chloroformdosen, die von einem durch Histamin excitierten 
Praiparate vertragen werden, wiirden bei einem normalen Pri- 
parate Tonussenkung und Schwinden der Peristaltik hervor- 
rufen. Andererseits ist es wieder bei tiefer Narkose (etwa '/, bis 
teem 2°), Chloroform auf 100 cem Lésung) sehr leicht, durch 
Anwendung von Histamin schon in einer Verdiinnung 1: 1000000 
dieselbe zu beseitigen. 

Da das Histamin sichtlich nebst einer Reizung der auto- 
nomen Endigungen und des Plexus Auerbachii auch auf den 
Muskel seine Wirkung ausiibt, leistet es der hemmenden Wir- 
kung des Atropins bedeutenden Widerstand, ebenso wie das 
Strophanthin. Wenn zur Hemmung eines durch Pilocarpin ex- 
citierten Darmes nur eine kleine Dosis Atropin (einige mg) 


geniigt, ist zum Paralysieren der durch ?/,, Ampulle Imido-Roche 


10 
hervorgerufenen Wirkung mindestens 1 deg Atropin erforderlich. 
Fiir einen isolierten longitudinalen Streifen geniigt eine etwas 
kleinere Dosis. 

Fiir das Histamin ist charakteristisch, daB es die Eigen- 
schaften der longitudinalen Muskelschicht eines Katzendarmes 
derart verindert, daB das Calciumchlorid dann eine der nor- 
malen entgegengesetzte Reaktion auslést. Von Calciumsalzen 


ist es allgemein bekannt, daB sie eine Erschlaffung des Darmes 
Biochemische Zeitschrift Band 67 15 
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erzeugen. Calciumchlorid bewirkt in einer Dosis von 1 deg auf 
100 cem Lésung regelmaBig das Sinken des Tonus und Schwin- 
den der Peristaltik eines isolierten longitudinalen Darmstreifens. 
An einem isolierten zirkularen Streifen beobachteten wir in 
unseren Versuchen konstant eine bedeutende Muskelreizung. 
Zirkulire Muskeln reagieren mit Reizzusténden. Ein dem Cal- 
cium in seiner Reizwirkung auf die Zirkularschicht gleichwerti- 
ger Antagonist ist nur das Papaverin. Calciumionen wirken 
verschiedenartig auf zwei verschiedene Muskelschichten. Die 
durch Calciumsalze verursachte Obstipation ist zum Teil auf 
die federkielartige Verengung und longitudinale Darmerschlaffung 
zuruckzufiihren. Eine ahnliche Obstipationsform beschreibt Pal 
am Dickdarm nach Opium. 

Wie gesagt, verursacht Calciumchlorid die Erschlaffung der 
Longitudinalschicht. Wenn aber eine Reizung der Muskelschicht 
durch Histamin vorausgegangen ist, wirkt das Calciumchlorid 
in einer Reihe von Fallen umgekehrt. Es tritt eine Umkehrung 
der Calciumreaktion ein, die folgendermaBen demonstriert wer- 
den kann: Der Tonus des durch Histamin excitierten Darmes 
wird entweder durch Atropin (1 deg) oder Magnesiumchlorid 
(0,05 g auf 100 ccm) herabgesetzt. Applizieren wir nun 0,05 
bis 0,1 g Calciumchlorid, so stellt sich eine deutliche Reizung des 
Darmes sowie die Peristaltik ein. Das Muskelexcitans hat den 
Charakter der Longitudinalmuskelschicht derart abgedindert, dab 
dieselbe wie eine zirkulare Schicht reagiert. Die friiheren Syner- 
gisten (Ca und Mg) werden zu Antagonisten. 





Fig. 1. Calciumreaktionsumkehr, nach vorausgegangener Reizung durch 
1 cem Hormonal. (Der erste Teil der Kurve weggeschnitten.) 
Die Umkehrung der Calciumreaktion hangt nur von der ge- 

steigerten Reizbarkeit des Muskels ab — deshalb darf eine 

erschlaffte Darmschlinge nicht zum Experimente genommen 
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gehend, wahrscheinlich aus dem Grunde, weil das Strophanthin 
kein reines Muskelexcitans ist, da es schon in einer etwas 
gréBeren Dosis den Muskel hemmt. 

Im Verhaltnisse zu dem Adrenalin steht das Histamin 
(0,15 Ampulle Imido-Roche) in fast derselben Reihe wie das Pilo- 
carpin und Physostigmin (Dos. aa 1 cg auf 100 ccm). 

Fassen wir also zusammen, worin sich die charakteristische 
Wirkung des Histamins auf den Katzendarm duBert, so sehen 
wir, daB es sich von den Alkaloiden der Muscaringruppe erstens 
durch seine weit intensivere Wirkung unterscheidet (in dieser 
Hinsicht nahert es sich dem Strophanthin — */,, mg auf 100 cem). 
Von beiden Gruppen unterscheidet es sich dadurch, daB es die 
hemmende Wirkung des Magnesiumchlorids leicht paralysiert 
und daB es unter giinstigen Bedingungen die Umkehrung der 
Calciumreaktion verursacht. 

Nachdem die Wirkung des Histamins auf die Darmschlinge 
festgestellt worden war, verglichen wir die Reaktion einiger 
Arzneien mit der Reaktion von 0,15 Ampulle Imido-Roche. 
Bei diesem Verfahren wurden gleichgroBe Darmausschnitte ge- 
macht und dafiir gesorgt, daB die normale Peristaltik beider 
Darmschlingen gleich sei. 

Zur Priifung benutzten wir Hormonal. Das zur intra- 
vendsen Injektion bestimmte Handelspraparat enthalt 0,4°/, 
Trikresol. Dieses wirkt, wie Weiland’) angibt, sehr stérend auf 
isolierte Darmschlingen. Ich applizierte 1 ccm Hormonal auf 
100 cem Lésung; die Darmschlinge reagierte stets prompt. Dem 
Magnesiumchlorid und dem Atropin gegeniiber prisentierte es sich 
grundsatzlich gleich wie Histamin. Es ruft die fiir das Histamin 
charakteristische Calciumreaktionumkehr hervor. Durch die bio- 
logische Methode konnten wir uns iiberzeugen, daB das Hormonal 
einen Stoff von gleicher physiologischer Wirkung enthalt. Dieser 
Umstand dokumentiert die Gefahrlichkeit des Hormonals. Hist- 
amin erzeugt bekanntlich eine gefahrliche Blutdrucksenkung; 
ebenso sinkt bei den Versuchstieren der Blutdruck nach der 
Injektion von 0,10 bis 0,15 cem Hormonal pro Kilogramm bis 
auf */, bis */, der urspriinglichen Héhe. Es handelt sich nicht 
um das Histamin selbst. Das Hormonal gibt die Biuret- und 


1) Walter Weiland, Zur Kenntnis der Entstehung der Darm- 
bewegungen. Arch. f. d. ges. Physiol. 146. 
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die Millonsche Reaktion, welch letztere durch Beimischungen 
verursacht ist. Das Histamin gibt die Biuretreaktion nicht. Hor- 
monal gibt mit Pikrinsaure und Platinchlorid keinen Niederschlag 
(Weiland), Histamin wird durch beide ausgefallt (Ackermann). 

Glycylhistamin verriet ebenfalls seine chemische Ver- 
wandtschaft mit Histamin. Seine Wirkung ist qualitativ dieselbe, 
dennoch aber sichtlich schwiacher als die des Histamins. Die 
Ursache dieser geschwachten Wirkung liegt in der Verbindung mit 
Glykokoll. Es zeigte sich namlich, daB Glykolesterchlorhydrat 
in Dosen von 1 bis 2 deg auf 100 cem Lésung zur Tonussenkung 
eines Katzen- wie eines Kaninchendarmes fiihrt. Die Depression 
stellt sich prompt ein und 1aBt sich leicht mit 1 eg Pilocarpin 
beseitigen. Bei einem Kiatzchendarm sinkt der Tonus, die 
Peristaltik erschlafft und nach Zugabe von 5 cg Atropin zeigt 
der Darm sichtlichen Reizzustand. Es handelt sich dabei um 
svympathikotrope Wirkung des Glykolester. Errico') bemerkte, 
daB das Natriumglykokoll (1 cg auf 100 ccm Ringer-Lésung 
appliziert) ,ein rasches Nachlassen der Spannung des Praparates 
zur Folge hat, wihrend die Contractionen schwacher und weniger 
haufig werden“. 

Die Hemmungswirkung dieses Salzes kann man als auch 
teilweise von der Anwesenheit einer sympathikotropen Amino- 
saure ableiten. 

Das zweite Amin, dessen Existenz durch die Darmreaktion 
nachweisbar ist, ist das Tyramin (Paraoxyphenylathylamin). 
Zum Nachweis von Tyramin mubten wir uns dreier Darm- 
schlingen bedienen, und zwar derjenigen eines Kaninchens, einer 
Katze und eines Hundes. Guggenheim gibt an, daB schon */,,mg 
Tyramin eine bedeutende Hemmung des Katzendarmes hervor- 
ruft, der Kaninchendarm dagegen wird gereizt. A. Kuyer und 
A. Wijsenbech?*) beschreiben gleichfalls die Reizwirkung des 
Tyramins auf dem Kaninchendarm. 

Bei unseren Versuchen zeigte es sich, daB 1 cg Tyramin 
(auf 100 cem Loésung) in dem Kaninchendarm konstant nur 
Reizzustinde zur Folge hat, bei einer Katze zeigt sich zuerst 


1) D. G. D. Errico, Wirkung der Galle und der Gallensaiurensalze 
auf den Tonus usw. Zeitschr. f. Biol. 54. 

*) A. Kuyer und J A. Wijsenbech, Uber Entgiftungserregung 
und Entgiftungshemmung. Arch. f. d. ges. Physiol. 154. 











228 Fr. Vanysek: 


voriibergehende Reizung (groBer bei jungen und bei trachtigen 
Katzen), dann aber eine langer dauernde Hemmung. 

An einem Hundedarme (ich verfiigte nur tiber junge Hunde) 
machte sich eine Tonussenkung ohne vorangehende Reizung be- 
merkbar. Der Katzen- und Hundedarm reagiert auf Tyramin 
aihnlich wie auf Atropin. Nach Atropin zeigt der Hundedarm 
fast nie eine Initialreizung, der Katzendarm ist jedoch fast 
immer vorher irritiert. 

Die Hemmungswirkung manifestiert sich deutlicher auf 
einem isolierten longitudinalen Streifen. Dieser EinfluB auf 
die Peristaltik einer frischen Darmschlinge war manchmal 
kaum sichtbar. Und er schwindet ginzlich, wenn eine Hista- 
mindarmreizung vorausging, ja schon nach Phenyllactylamin ist 
er wenig wirksam. Seine ganze Hemmungswirkung kann das 
Tyramin nur an einem irgendwie geschwachten Darme entfalten. 
An einem ermiideten Praparate wird es sogar zu einem starken 
Antagonisten des Hystamins. 

Nach Tyramin schwindet die Peristaltik sofort, und zum 
Paralysieren dieser Hemmungskraft sind immer gréBere und 
groBere Histamindosen erforderlich, bis endlich auch das Hist- 
amin versagt und das Strophanthin als einziger Regulator des 
Tonus und der Peristaltik dasteht. 

Den voriibergehenden, durch Tyramin verursachten Reiz- 
zustand des Katzendarmes kann man sehr anschaulich an einem 
durch Adrenalin hypotonisierten Darm (0,1 mg Adrenalin auf 
100 ccm) demonstrieren. 

In der Tyraminwirkung auf drei verschiedenartige Darme 
haben wir ein geniigendes Hilfsmittel, die Anwesenheit von 
Tyramin in einem zu prifenden Stoffe sicherzustellen. Auf 
diese Weise wire es mdglich, den Beweis zu liefern, ob im 
Secacornin-Roche tatsichlich — wie Niculescu’) annimmt, 
Paraoxyphenylathylamin vorkommt. 

Des von der Fabrik uns zu Versuchszwecken zur Ver- 
fiigung gestellten Praparates konnten wir uns wegen der un- 
vorteilhaften Lésungsfliissigkeit nicht bedienen. 


1) Petre Niculescu, Uber die Beziehungen der physiologischen 
Wirkungen von Hypophysenextrakt usw. Zeitschr. f. experim. Pathol. 
u. Therap. 15, Heft 1, S. 6. 








me ern a a meme 








anton sai 














Beitrige zur physiologischen Wirkung proteinogener Amine. 229 


Der Darm, ein Organ mit zweifacher Innervation, reagiert 
sehr empfindlich auf autonome und sympathikotrope Faktoren 
und erscheint deshalb zur biologischen Bestimmung verschie- 
dener Substanzen besser als irgendein anderes Organ geeignet. 
Ein kleines Beispiel erliutert das Gesagte: 

Meirowsky') konstatierte, daB ein auf ', eingedickter, 
wasseriger, alkoholischer oder Toluol-Extrakt der Haut die 
Froschpupille wie das Adrenalin erweitert. Es handelt sich 
aber nicht um Adrenalin, weil dieser Extrakt die charakteristische 
Eisenchloridreaktion nicht gibt, ebenso konnte Trendelen- 
burg keine vasoconstrictorische Wirkung auf die GefiBe des 
Frosches feststellen. 

Ich habe die Wirkung der Extrakte auf die iiberlebenden 
Katzendarmschlingen studiert. Die Haut eines Kaninchens oder 
Hundes wurde rasiert, fein zerschnitten und mittels physiologi- 
scher Lésung 1:1 extrahiert. Nach zweistiindiger Extraktion 
wurde eine opalescierende Fliissigkeit alkalischer Reaktion ge- 
wonnen. 2 ccm des filtrierten Extraktes zu 100 cem des Bades 
gegeben, rufen bei dem Katzen- und Hundedarm eine Steigerung 
und Regelung der Peristaltik hervor. Durch Kochen wird die 
Wirksamkeit der Substanzen nur wenig beeintrichtigt. 





Fig. 3. Der Reizeinflu8 eines frischen Kaninchenhautextraktes. 


Nach 12 bis 24 stiindiger Extrahierung mittels destillierten 
Wassers zeigte zwar der gewonnene, nicht eingedickte Extrakt 
noch seinen excitierenden Einflu8 auf den Darm, aber in weit 
kleinerem MaBe als der frische Extrakt. 

Der auf */, eingedickte Extrakt (durch Destillation bei 
niedrigem Drucke) einer mit Sand verriebenen Haut verursachte 

1) E. Meirowsky, Uber einen biologischen Nachweis der Wirkung 
von Hautextrakten. Miinch. med. Wochenschr. 1912 
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eine ganz geringe Mydriase des Froschauges, an dem Darme 
dagegen ist der sympathikotrope Hemmungscharakter dieses Ex- 
traktes recht deutlich und manifest. 

Die Peristaltik erschlafft nach 1 bis 2 cem — dabei zeigt 
sich manchmal wihrend des Erschlaffungszustandes eine Reihe 
hoher, regelmaBiger Contractionen. 





Fig. 4. 


Die Wirkung des Pilocarpins ist nicht geschwacht. Nach 
diesen Versuchen kann man annehmen, dai der Extrakt sichtlich 
zwei verschiedene Substanzen enthalt, von denen die erste das 
autonome und die zweite das sympathische System excitiert 
Die erste Substanz laBt sich viel leichter extrahieren. Die perio- 
dische Erschlaffung und Wiederbelebung ist auf die antagoni- 
stische Wirkung beider Substanzen zuriickzufiihren; eine ahnliche 
Erscheinung beobachtete ich nach Applikation von 2 deg Glyko- 
kollesterchlorhydrat auf den durch das Pilocarpin gereizten Darm. 

Der Darm registriert die Anwesenhsit des sympathikotropen 
Faktors viel friiher und empfindlicher als die Froschpupille. 

Die reizende Substanz erinnert an die von Weiland aus 
dem Darme isolierte Substanz. Der sympathikotrope Stoff ist 
vielleicht ein Sensibilisator fiir die Adrenalinwirkung analog 
dem Hypophysenextrakte. Es ist nicht ausgeschlossen, daB 
er mit Adrenalin in einem genetischen Zusammenhange steht. 


Zusammenfassung. 

1. Das Histamin ist die wirksamste Wiederbelebungssub- 
stanz fiir den Darm, ein starker Antagonist des Chloroforms. 
Es beseitigt leicht die Wirkung des Magnesiumchlorids. 

2. Calciumchlorid erzeugt an der zirkuléren Muskelschicht 
des Katzendarmes einen Reizzustand, an der longitudinalen eine 
Erschlaffung. 





raiser 
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3. Ein durch das Histamin excitierter Darm reagiert auf 
Calcium mit Reizzustand, auf Magnesium mit Hemmung. 

4. Hormonal erinnert in mancher Hinsicht an Histamin; 
es verursacht ebenfalls die Calciumreaktionsumkehr. Es handelt 
sich héchstwahrscheinlich um ein und dasselbe physiologische 
Agens. 

5. Glycylhistamin wirkt schwacher als Histamin, was auf 
die Anwesenheit des Glykokolls als sympathischen Reizstoffes 
zuriickzufiihren ist. 

6. Tyramin reizt den Kaninchendarm, den Katzendarm 
bringt es zuerst in einen Reiz-, dann in einen Hemmungs- 
zustand, beim Hund dagegen entfaltet es nur seine hemmende 
Wirkung. 

7. Hautextrakte enthalten zwei antagonistisch wirkende 
Substanzen. Das Darmexcitans des Hautextraktes ist leicht zu 
isolieren und widersteht dem Kochen. 








EinfluB der Invertase auf die Verwertung des Rohrzuckers 
und des Traubenzuckers im tierischen Organismus. 
Von 
S. La Franca. 

(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der K. Universitat in 
Neapel.) 

(Hingegangen am 14. Juli 1914.) 


Wie wohl bekannt ist, hangt die Verwertung der Kohlen- 
hydrate im Organismus stets von der Anwesenheit verschieden- 
artiger Fermente ab, die die hdheren Polymere spalten und 
die einfacheren Verbindungen polymerisieren oder oxydieren. 
Was von den ldéslichen Kohlenhydraten entweder wegen seiner 
Beschaffenheit oder wegen des Uberschusses der im Blute be- 
findlichen Menge dieser Stoffe nicht verwendet werden kann, 
wird mit dem Harn ausgeschieden. 

Der Rohrzucker wird als solcher im allgemeinen von den 
hédheren Organismen nicht verwertet: Er wird namlich im 
Magendarmrohr invertiert, mit Hilfe sowohl der Salzsiure des 
Magens als auch spezifischer Fermente vom Typus der Invertase, 
die von den mit dem Verdauungsapparat verbundenen Driisen 
oder von im Darmrohr wohnenden Bakterien produziert werden 
[Bourquelot’), Lisbonne?)]. 

Gayon und Dastre*) haben behauptet, daB sich in der 
Leber verschiedener Saugetiere eine Invertase vorfinde, aber 
gegen diese SchluBfolgerung sprechen viele unter der Leitung 
Albinis‘) durchgefiihrte Kontrollexperimente. Weinland®) 


1) Bourquelot, Compt. rend. Soc. Biol. 1910. Paris, 11 juin. 

2) Lisbonne, ibid. 

*) Dastre, Arch. de Phys, norm. et path. 1887, Nr. 7 bis 8. 

*) Vgl. Jappelli und D’Errico. 

5) Weinland, Monatsschr. f. Psychiatrie und Neurologie 47, 1905. 
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nimmt an, das das Darmrohr das einzige Organ sei, das in- 
vertierendes Ferment enthalte. 

Jappelli und D’Errico’) schlossen aus einer Reihe von 
Untersuchungen unter anderem, daB der einzige Sitz der In- 
vertase der Verdauungskanal sei und da®B, weil der direkt in 
den Kreislauf eingefiihrte Rohrzucker nie in einer der Einfuhr 
gleichen Menge durch den Harn ausgeschieden wird, der nicht 
ausgeschiedene Teil ins Lumen des Verdauungskanals gelange, 
indem er, auBer durch die Darmschleimhaut, auch durch den 
Speichel ausgeschieden und mit letzterem verschluckt werde, 
als ob er eingefiihrt worden sei. 

Das Blut ubt nicht nur keine invertierende Wirkung aus, 
sondern es hindert die Wirkung des invertierenden Fermentes, 
wenn dieses kiinstlich hinzugesetzt wird. 

Bei den im folgenden besprochenen Experimenten wollte 
ich untersuchen, wie sich die Verwendung des Rohrzuckers und 
des Traubenzuckers unter der Einwirkung eines dem tierischen 
Organismus fremden Enzyms verhilt, wie es dasjenige ist, das 
sich aus den Fermenten des Bieres extrahieren 1aBt. 

Meine Experimente sind in drei Reihen eingeteilt: 

A. Experimente tiber die Wirkung der Invertase hinsicht- 
lich der Verwendung des in den Kreislauf eingefiihrten Rohr- 
zuckers; 

B. Experimente iiber die Wirkung desselben Enzyms auf 
die Verwendung des ebenfalls auf parenteralem Wege ein- 
gefiihrten Traubenzuckers; 

C, D, E. Experimente iiber den EinfluB, den die Invertase 
auf die verschiedenen Arten von Glucosurien (Phlorizin-, Adre- 
nalin-, Pankreasglucosurie) ausiiben kann, 


Untersuchungsmethode. 


Die Invertase wurde nach der von Henri*) empfohlenen 
‘ Methode hergestellt: frische Bierhefe und destilliertes Wasser in 
gleichen Teilen, es wurden 5 ccm Chloroform zugesetzt, das 
Gemisch wurde 24 Stunden lang bei 37° im Thermostaten ge- 


1) Jappelli e D’Errico, Atti della R. Accademia Medico-Chirur- 
gica di Napoli, 1903 bis 1904. 
*) Henri, Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 1901. 
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halten, dann filtriert, die Invertase mit Alkohol gefallt, auf 
dem Filter gesammelt und im Vakuum getrocknet. 

Nach Herstellung der Invertase wurde ihre Aktivitat er- 
probt, indem ich sie auf eine bestimmte Menge Rohrzucker 
einwirken lieB; dann léste ich jedesmal die gewiinschte Menge 
in physiologischer Fliissigkeit auf und injizierte dem Tiere 
die Lésung mittels einer 10 ccm fassenden gewohnlichen Spritze 


nach vorausgegangener Sterilisierung der letzteren. 

Die Bestimmung des Rohrzuckers und des Traubenzuckers 
in den Einspritzungsfliissigkeiten oder in dem vom Tiere ent- 
leerten Harn wurde vermittels des Laurentschen Polarimeters 
(groBes Modell) vorgenommen. 


A. EinfluB der Invertase auf den in den Kreislauf 
eingefiihrten Rohrzucker. 


Fiir diese Reihe von Experimenten verwendete ich Hunde 
von mittlerer GroBe, die 5 Tage vor der Zeit des Experimentes 
und wihrend der letzteren einer konstanten Diat unterzogen 
wurden; der Harn wurde zu wiederholten Malen analysiert, so 
daB auf absolute Weise Veranderungen des Stoffwechsels oder 
eventuell der Nieren ausgeschlossen werden konnten. Der Rohr- 
zucker in der zu injizierenden Fliissigkeit wurde jedesmal vor- 
her quantitativ bestimmt. Der Harn wurde mittels Katheteri- 
sierens erhalten. Ich bringe die Resultate in der folgenden 
Tabelle (I). 

Aus den in der nebenstehenden Tabelle angefiihrten Werten 
ergibt sich, daB der in den Kreislauf eingefiihrte Rohrzucker 
zum groBten Teil als solcher durch den Harn ausgeschieden 
wird; nur ein kleiner Teil wird — wie schon bei den weiter 
oben besprochenen Experimenten konstatiert worden war, ver- 
nichtet oder zuriickgehalten. In der Tat wurden von injizierten 
9,42 g 8,96 g im Harn angetroffen, also ein Unterschied von 
0,46 g, die vernichtet oder zuriickgehalten wurden. 

Injiziert man dagegen Invertaselésungen sowohl vorher als 
gleichzeitig, so nimmt die Menge des ausgeschiedenen Rohr- 
zuckers im Verhaltnis zur Menge des injizierten Fermentes ab. 
Es werden namlich mit 10 cg Invertase 7,12 g ausgeschieden, 
mit 15 cg werden von 9,10 eingefiihrten 6,47 g ausgeschieden; 
mit 40 cg dagegen findet eine Ausscheidung von 1,18 g von 





Einfl. d. Invertase auf d. Verw. d. Rohrzuckers usw. im Organismus. 235 


9,40 g statt, also eine Verwendung von 8,24 g; mit 50 cg wurden 
von 9,40 g 0,34 g ausgeschieden, mit Invertierung von 9,08 g. 


Tabelle LI. 








Experimente 


(ausgefiihrt im 
April 1911) 


_ 
~ 


Menge des 
injizierten 
Rohrzuckers 
Zeit der 
Beobachtung 
Menge 
des Harns 
Rohrzuckers 
Menge des in 
24 Stunden aus- 
geschiedenen 
Rohrzuckers 
Unterschied zwi- 
schen der inji- 

og zierten und der 


ausgeschiedenen 
Rohrzuckermenge 


Menge des aus- 
nm geschiedenen 


| aR 


Std. cem 


| 0R 


. Injektion von 100cem 3 40 19" 44’ 
Rohrzuzkerlésung ins 6 | 45 | 5® 50’ 
Peritoneum (Kon- 9 52 | 15 00’ 
trollexperiment). 24 | 292 | 08 20’ | 8,96 | 0,46 





. Injektion von 10 cg] 9,41 | 3 56-6 50’ 
Invertase in Lésung 6 50 
ins Peritoneum und 9 40 
1 Std. 20 Min. von 24 | 172 
100 cem Rohrzucker, 
ebenfalls ins Perito- 
neum. 





. Injektion von 15 cg 8 | 
Invertase in Losung > | 2,32 
in eine oberflachliche ¢ ei 7 0,89 
Vene. Nach 24 Std. 24 | 0,00 
Injektion v. 100 ccm 
Rohrzuckerlésung. 





. Injektion von 40 eg 30 | | 0,36 
Invertase in Losung | 6} 50 0,56 
ins Peritoneum ; nach | 20} | 0,26 
24 Std. Injektion von 24 | 280 | 0,00 
100 cem Rohrzucker- 
lésung. 





5. Injektion von 50 eg : 40 | 0» 30’ 0,14 | 
Invertase subcutan, 32 | 0° 30’ 0,10 
und nach 1 Stunde 30 | 0® 30’ 0,10 
15 Min. Injektion von 380 | 08 00’ 0,00 | 0,34 | 9,08 
100 com Rohrzucker. 





3. Injektion von 100 ccm ¢ 79 | 9822" 5,53 | 
Rohrzuckerlésung ins 16 | 140 | 0800’ 0,00 | 5,53 | 3,87 
Peritoneum, bei dem- 

selben Tier wie im 
5. Experiment. 





Der EinfluB des Fermentes dauert im Organismus eine 
gewisse Zeit hindurch fort. Es findet namlich 2 Tage nach 
Einspritzung der Invertase eine Ausscheidung von 5,33 g der 
eingefiihrten 9,40 g statt, also sind 3,87 g invertiert worden. 
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B. EinfluB der Invertase auf die Verwendung des 
y Traubenzuckers. 
Bei dieser Reihe von Untersuchungen verwendete ich ; 
Hunde von kleinen Dimensionen, die wahrend einer Zeit 
von 15 bis 20 Tagen einer kohlenhydratreichen Diat unter- 


























‘ Tabelle IL. 
: i ot) |!lC ee 
; Sea/.2| 3| |sesiegale Ss 
: a Saeisz|e8 feseeesss 
ji Experimente 2.8 3 » | oo | gs gigs 5 23 8 
(ausgefiihrt im e:58 Ce = 1 ei \§ $.8\2 23\e88 
April 1911) SAsiN se!) os | A PEs Pea 8s 
a). | | eee se) Me 
’ | | | 
EE Std. | chm Sere g | at? 
1. Injektion von 200cem | 37,28 8 | 172 | 6% 82’) 10,30 
Traubenzuckerlésung | 24 | $20 | 2880’; 7,58 | 17,88 | 18,40 
7, ins Peritoneum (K on- | | 
e trollexperiment). 
+ , 
i 2. Injektion von 20 eg] 37,28) 8 | 156 |0* 00’ ~~ 
a Invertase in Lésung | 24 } 385 | O» 00’ / — | 37,28 
x und nach 1 Stunde | | | 
a 200 cem Trauben- 
Fe zuckerlésung. | 
8. Injektion von 20 eg] 37,28, 8 | 136 | 0,028 | 
‘ Invertase ; nach | Std. 24 


oP 


100 cem Trauben- 
zuckerlésung ins Pe- 
ritoneum und 100 ccm | 
in eine oberflachliche 
Vene. | 


| t ] ’ 
. Injektion von 50 eg | 55,92 8 | 195 |@O0o”; — | — 
Invertase in Lésung 512 (O00; — | — | 55,92 


oe 14’ | 
415 asia — | 0,028 36,26 
| 


ies ie 





ig cd (9 O i ti ia ear oe 
sors Pe Pp ae ae & 


~ 


sine Pag 





e subcutan, und von 
; 200 ccm Trauben- 
i zuckerlésung ins Pe- 
" ritoneum sowie 
i 100 cem in eine ober- 
} flachliche Vene. 
4 5. Injektion von 200 cem | 37,28 
Traubenzucker bei 
dem Tiere, das zum 
4. Experiment = ge- 
dient hat, nach 2 Ta- 
gen ausgefiihrt. 





18 | 260 {02 00’; — — | 37,28 








6. Bei demselben Tiere | 37,28 
wird nach 8 Tagen 
eine Injektion von 
200 ccm Trauben- | | 
zucker gemacht. 


| 
18 | 312 |0*36"| 1,76 | 
24 | 95 |08 00’! — | 1,76 | 95,52 


























———— 


Same PRES 
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zogen worden waren. Ihre Nahrung bestand in Brot, Starke, 
Traubenzucker und Fett. Das Experiment wurde begonnen, 
wenn bei subcutaner oder intravendser Injektion des Trauben- 
zuckers dieser im Harn erschien. 

Aus den in der vorangehenden Tabelle (II) angegebenen 
Werten ergibt sich, daB die Einfiihrung von Invertase in den 
Kreislauf die Verwendung des ebenfalls zirkulierenden Trauben- 
zuckers beschleunigt und erhdht. 

So zeigte der Harn, wahrend ich bei Injektion von 37,28 g 
Traubenzucker ins Peritoneum 17,88 g im Harn fand, wenn ich 
dieselbe Injektion wiederholte, eine Stunde nach Einspritzung 
von 20 cg Invertase keine Spuren von Traubenzucker. 

Beim 3. Experiment, bei dem 1 Stunde nach Injektion 
von 20 cg Invertase 37,28 g Traubenzucker eingefiihrt wurden, 
traf ich im Harn der ersten 8 Stunden 0,029 g Traubenzucker 
an. Beim 4. Experiment dagegen, bei dem 50 cg Invertase 
injiziert wurden, indem ich auch in die Vene 65,92 g Trauben- 
zucker injizierte, wurde keine Spur davon im Harn gefunden. 
Diesem selben Tiere wurden 2 Tage spater 37,28 g Trauben- 
zucker eingespritzt, ohne daB eine Spur davon im Harn er- 
schien, und nach 8 Tagen injizierte ich weitere 37,28 g, von 
denen in den ersten 18 Stunden nur 1,76 g ausgeschieden 
wurden. 

Diese Resultate lassen darauf schlieBen, dab, wenigstens 
in den ersten Tagen, die Verwendung des Traubenzuckers im 
Verhaltnis zur Menge der zirkulierenden Invertase steht, und 
daB die Wirkung der Invertase eine bestimmte Zeit hindurch 
andauert und dann allmahlich immer mehr abnimmt. 


C. EinfluB der Invertase auf die Phlorizinglucosurie. 


Bei dieser Reihe von Experimenten verwendete ich Hunde 
von mittlerer GréBe. Wahrend der Experimente, denen es 
unterzogen wurde, hielt ich das Tier immer in derselben Um- 
gebung und bei derselben Temperatur und ernahrte es mit der- 
selben tiglichen Milchmenge. Das Phlorizin wurde stets sub- 
cutan in Natriumcarbonatlésung, die Invertase gewohnlich in 
physiologischer NaCl-Lésung gelést, injiziert. 

Die erhaltenen Resultate sind in der folgenden Tabelle (III) 
angegeben. 
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Tabelle III. 


(Experimente, im April 1911 ausgefiihrt). 











3 = a o & - 
RP oe © | a 
gg/5 isitae) wl Se| (fees 
TE »miZoqgiboe w& ae 2 ~seo 
S © O'R | 0 0 = o Bessy 
co) - 2 oOrricrt o Ss | coun 
= am ae EIST R eR ge gs | S28 
& & 22 |oDolonoO a Ema! p lezes 
=f |e wes wee) of E P |&£5£] Bemerkungen 
>) BAH | PSs aS es a i x aaos 
8 © 5:30, §:Ae 2 aa | Sas 
O ° « a) 
se 1S ls = 8 s 2 %E 
am kg cg cg ecm g 
1 16,150; 50 — 1 420 149’) 7,20 
| — —_ 2 360 — Spuren be H 
2 5 35 1 342 | 223’ 7.69 [Derselbe Hund wie 


beim1.Experiment; 


=e 2. 248 0°00’, 0,00 | nach 5 Tagen. 
3 50 | — i 280 2808’ 5,65 fra. 2 Tage nach dem 
ae 2. 325 | 0812’; 0,61 | vorhergehenden 
0 As . 320 | gh 597 12,01 Experiment. 


4 5,680 5 | 
at ee — , 2 | 295 | 101") 2,84 
5 | — |} () | 1. | 810 | 246") 8,11 
(2) — 2. 280 ice 11,76 








=~ 8. 265 | 4°11’! 10,50 


(1) — (2) — Vier Tage hintereinander wurden Injektionen von 15, 
20, 40, 50 eg Invertase vorgenommen. Am 5., 6. und 7. Tage wurden 
tiglich Injektionen von 50 cg Phlorizin gemacht. An diesen Tagen 
wurden die in der Tabelle angefiihrten Bestimmungen ausgefiihrt. 


Aus den in der vorstehenden Tabelle angefiihrten Werten 
ergibt sich, daB die Phlorizinglucosurie nicht oder nur auf sehr 
leichte Weise durch die Einfiihrung der Invertase in den Kreis- 
lauf beeinfluBt wird, sowohl wenn man letzteres injiziert, als auch 
wenn man das Tier durch eine Reihe von vorausgehenden In- 
jektionen vorbereitet. Die Schwankungen, die in den Werten, 
die den wahrend der verschiedenen Tage abgegebenen Trauben- 
zucker betreffen, beobachtet werden, kénnen einem Einflusse 
des Fermentes nicht zugeschrieben werden, weil sie, wie aus 
den von den zahlreichen Experimentatoren erhaltenen Resul- 
taten bekannt ist, bei Behandlung mit Phlorizin stets ein- 
treten. 


D. EinfluB der Invertase auf die Adrenalinglucosurie. 


Bei dieser Reihe von Experimenten verwendete ich Hunde 


von kleinen Dimensionen. Das gebrauchte Adrenalin war das 
von Parke und Davis in 1°), Lésung. Die Injektionen 
wurden intramuskulair oder subcutan gemacht. 
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Tabelle LV. 


(Experimente, im Januar 1912 ausgefiihrt 
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Aus den in der vorstehenden Tabelle (IV) angegebenen Werten 
ergibt sich, dab, wihrend beim ersten Experiment eine Injektion 
von 4 ccm 1°/,,igen Adrenalins beim Hunde Ausscheidung 
von 3,51 g Traubenzucker durch den Harn hervorruft, keine 
Spur davon sich vorfindet, wenn man derselben Injektion noch 
eine von 25 cg Invertase vorausschickt. Eine neue Adrenalin- 
injektion jedoch, die nach 24 Stunden gemacht wird, laBt die 
Glucosurie wiedererscheinen. 

Die an einem zweiten Tiere ausgefiihrten Experimente er- 


gaben iibereinstimmende Resultate. 


E. EinfluB&B der Invertase auf den Pankreasdiabetes. 


Bei den Experimenten dieser Reihe verwendete ich ziem- 
lich kleine Hunde. Nach der Operation (Pankreasexstirpation) 
muBten die Tiere 24 Stunden lang hungern und vom zweit- 
folgenden Tage ab bei Milchdiaét in (mit 100 bis 150 g Rohr- 
zucker) konstanter Menge gehalten werden. 

Die erhaltenen Resultate sind in der folgenden Tabelle (V) 
verzeichnet, auf der die Experimenttage mit dem auf den 
Operationstag folgenden Tage beginnen. 

Aus den in der nachstehenden Tabelle (V) zusammengestell- 
ten Werten ergibt sich, daB, wahrend in den ersten 24 Stun- 


den sofort nach der Pankreasexstirpation der vom ersten Hunde 
Biochemische 7eitecbrift Band 67 16 
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ausgeschiedene Traubenzucker 11,62 g betrug, dieser nach einer 
Einspritzung von 10 cg Invertase auf 13,83 g stieg; nach der 
Einfihrung von 50 cg Ferment in den Kreislauf stieg er auf 
6,39 g; als dieselbe Dosis am folgenden Tage wieder gegeben 
wurde, wurden nur 4 g Traubenzucker angetroffen. Am 5. Tage, 
an dem die Behandlung mit dem Ferment eingestellt wurde, 
stieg er auf 10,45 g. 


Tabelle V. 
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1. Mainnlicher Hund. 
Gewicht 6,280 kg. 








I 0 | 240 | 5804’) 11,62 
2 10 225 | 6" 30’ | 13,83 
Vom 2.TagederOpe-]| 3. 50 300 | 2515’) 6,39 
ration ab bei kon-] 4 50 | 1" 56’; 4,00 
stanterMilchdiatund| 5. | 0 200 | 5831'| 10,45 
Rohrzuckergehalten.} 6. 0 100 5* 00" | 4,74 
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2. Mannlicher Hund. 1. 0 | 150 | 8°25’) 11,73 
Gewicht 4,900 kg.] 2. 10 |; 200 | 9°16’; 17,56 
Vom 2.Tagenachder| 3. 60 | 154 | 2821’; 3,41 
Operation bei Milch-] 4. 0 | 221 | 5®58’!| 12,49 
diat und Rohrzucker} 5 | QO | 260 | 6°00’ | 14,77 
in konstanter Menge] 6. 10 | 293 | 7°56’ | 22,00 
gehalten. Am7.Tage} 7. Blutiger, mit Er- 
verendete das Tier | poco rag Ma 
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wurdediffuse Nekrose | | | 
des Duodenums an- | 
getroffen. 
3. (Experiment, ausge-}| 1. {| 40 | 1150 | 2522’ | 95.76 
fiihrt im Mai 1914).] 2. 50 | 560 | 2°06’ 10,97 
Mannlicher UHund.| 3. — 310 | 1°54’| 5,58 [per Hund stirbt. 


Gewicht 8,400 kg. | 
Milchdiaét mit Rohr- | | 
zucker. Der Hund 
wurde am 19.operiert 
und vom 21. an wur- 
den die Harnbestim- 
mungen angefangen. 
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So verhielt es sich auch beim zweiten Experiment. Wah- 
rend der in den 24 Stunden nach der Operation ausgeschiedene 
Traubenzucker 11,73 g betrug, stieg er mit der Injektion von 
10 cg Invertase auf 17,56 g, infolge Einfiihrung von 60 cg Fer- 
ment sank er sofort auf 3,41 g und stieg wieder auf 12,49 bzw. 
14,77 g an den beiden folgenden Tagen, an denen die Behand- 
lung mit dem Enzym eingestellt wurde; endlich bewirkte die 
Injektion von 10 cg Ferment, daB die Gesamtmenge des aus- 
geschiedenen Traubenzuckers wieder auf 22 g stieg. 

Aus dem dritten Experiment sieht man, daB die durch 
den Harn in 24 Stunden ausgeschiedene Zuckermenge nach der 
Invertaseeinspritzung von dem Werte von 25,76 g auf den Wert 
von 10,97 sank. 


Die bei den oben beschriebenen Experimenten erhaltenen 
Resultate lassen sich auf folgende Weise zusammenfassen: 


1. Werden einem Hunde betrichtliche Mengen von Rohr- 
zucker und eine geniigende Menge von Invertase injiziert, so 
erscheint der Rohrzucker im Harn nur in kleinen Proportionen 
wieder, weil er im Blute invertiert wird; die entstehenden 
Monosaccharide werden ganz von dem Organismus ausgenutzt. 
Je nach der verwendeten Invertasemenge kann die Verwen- 
dung des Rohrzuckers gréBer oder geringer und auch vollstin- 
dig sein. 

2. Der KinfluB des Fermentes dauert im Organismus eine 
gewisse Zeit hindurch fort. 

3. Die Invertase begiinstigt auch die Verwertung der Mono- 
saccharide. Injiziert man naimlich einem Hunde eine sehr grobe 
Menge Traubenzucker und dann eine geniigende Menge Inver- 
tase, so wird die Glucosurie (die ohne das Ferment eine be- 
trichtliche wire) fast gleich Null. 

4. Die glucosurischen Hunden injizierte Invertase modi- 
fiziert die Glucosurie auf verschiedene Weise, namlich: 

a) sie beeinfluBt die Adrenalinglucosurie, indem sie ent- 
weder ihren EKintritt verhindert, oder sie zum Verschwinden 
bringt, wenn sie schon aufgetreten ist; 

b) sie bewirkt, daB der Pankreasdiabetes abnimmt, bis er 


ganz aufhért, wenn die dem Tiere zugefiihrte Invertasedosis 
16* 
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groB war. Wenn die Invertasemenge gering ist, scheint die 
Glucosurie zuzunehmen; 
c) die Phlorizinglucosurie beeinfluBt sie nicht. 


Diese experimentellen Resultate verdienen einige kurze 
Uberlegungen. 

Die Tatsache der Verwendung des Rohrzuckers nach der 
parenteralen Einfiihrung von Invertase ist eine interessante, 
aber nicht iiberraschende Erscheinung. Das Enzym wirkt auch 
ein, wenn es mit dem Blutserum und den Geweben des Orga- 
nismus vermischt wird, und die Spaltungsprodukte des Di- 
saccharids werden, wie es gewohnlich geschieht, oxydiert. 

Schwieriger zu erkliren ist die raschere Oxydation des 
Traubenzuckers selbst unter der Einwirkung der Invertase, und 
diese Erscheinung erfordert noch weitere experimentelle For- 
schungen, die ich anzustellen beabsichtige. 

Was den EinfluB der Invertase auf die von mir studierten 
Glucosurieformen anbelangt, kann ich sagen, daB bei den For- 
men, bei denen Hyperglykamie vorhanden ist (Adrenalin-, Pan- 
kreasglucosurie), die herabsetzende Wirkung der Invertase in 
Beziehung zu der eben erwahnten Erscheinung, namlich der 
rascheren Oxydation des Traubenzuckers unter dem EinfluB 
dieses Enzyms, zu bringen ist. Was die Form der Phlorizin- 
glucosurie betrifft, so ist eben das Fehlen der Hyperglykamie 
die Ursache der ausgebliebenen Wirkung des Fermentes. Man 
versteht wirklich sofort, in Anbetracht des pathogenetischen 
Mechanismus der Phlorizinglucosurie, da8 die Intensitét der 
Oxydationsvorginge des Traubenzuckers die Filtration dieses 
Stoffes durch die Nieren nicht in hervorragender Weise beein- 
flussen kann. 

Es bleibt noch ein anderer dunkler Punkt zu erklaren, 
namlich die Zunahme des Diabetes bei Hunden nach Pankreas- 
exstirpation unter der Einwirkung kleiner Dosen von Invertase; 
in dieser Hinsicht wage ich es nicht, eine Hypothese aufzu- 
stellen, und dies um so weniger, weil ich in Anbetracht der 
geringen Zahl meiner Experimente nicht gewiB sagen kann, ob 
dies nicht eine zufallige Erscheinung ist. 


























Untersuchungen iiber die physikalische Hautwasser- 
abgabe. 


Von 
A. Loewy (Berlin). 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Kgl. Landwirtschaftlichen 
Hochschule in Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1914.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


Die dauernd strittig gewesene Frage, worauf die ununter- 
brochen vor sich gehende Wasserabgabe von der Haut beruht, 
ob und inwieweit neben der SchweiBbildung eine einfache Ab- 
dunstung von Wasser durch die Oberhaut hindurch erfolgt, und 
ob in allen Fallen, in denen sichtbarer SchweiB nicht abgeson- 
dert wird, die Haut sich vielmehr trocken anfiihlt, nur eine 
Wasserdampfabgabe auf physikalischem Wege stattfindet, oder 
auch hier die Schweifdriisen sezernieren, und zwar so wenig, 
daB das sezernierte Wasser sofort verdunsten kann — alle 
diese Fragen konnten zum Teil eindeutig beantwortet werden, 
zum Teil einer Beantwortung naher gebracht werden, als ich 
in einer mit W. Wechselmann ausgefiihrten Untersuchung in 
der Lage war, die Wasserabgabe seitens der Haut bei drei 

blutsverwandten —- Individuen zu untersuchen, die an eigen- 
tiimlichen ektodermalen Hemmungsbildungen litten und denen 
im speziellen die SchweiBdriisen und groBtenteils auch die 
Hauttalgdriisen fehlten'). 


1) A. Loewy und W. Wechéselmann, Zur Physiologie und Patho 
logie des Wasserwechsels und der Wiarmeregulation seitens des Haut 
organs. Virchows Arch. 206, 79, 1911. Hier sind alle durch Abbildung 
erliuterten Daten iiber die mikroskopische Beschaffenheit der Haut an- 
gegeben; zugleich ein historischer AbriB iiber die Entwicklung der An- 


schauungen von der insensiblen Wasserabgabe der Haut 
Biochemische Zeitschrift Band 67, 17 
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Es ergab sich, daB diese Personen ohne SchweiBbdriisen 
erhebliche und je nach den Versuchsbedingungen sehr wechselnde 
Wassermengen abgeben konnten. Das Maximum dieser Wasser- 
abgabe, die also rein physikalisch durch Verdunstung von 
der Hautoberflache erfolgen muBte, war betrichtlich; es betrug 
ca. 15,6 g pro Quadratmeter und Stunde, das sind etwa 
600 g fiir die Gesamtkérperoberfliche und 24 Stunden. 

Gleichzeitig unter den gleichen Versuchsbedingungen 
angestellte Bestimmungen an gesunden Menschen zeigten 
weiter, daB die Hautwasserabgabe bei diesen nicht héher lag 
als bei den Schweifdriisenlosen, wenn es sich um mittlere Um- 
gebungstemperatur und Korperruhe handelte, also um Verhilt- 
nisse, die eine gesteigerte Warmeabgabe nicht erforderten. — 
Erst wenn letztere notwendig wurde, sei es durch Steigerung 
der Umgebungstemperatur oder durch Muskelarbeit, trat bei 
den Gesunden eine plétzliche rapide Vermehrung der 
Wasserabgabe durch einsetzende SchweiBbildung ein, bei den 
Kranken jedoch trat dieser Effekt niemals in Erscheinung. 

Da die Menge des Hautwassers, das von unseren Kranken 
abgegeben werden konnte, auf der Hohe lag, die auch von 
anderen Beobachtern an nichtschwitzenden Gesunden gefun- 
den war, da bei den 10 von mir untersuchten Gesunden kein 
Zeichen insensibler SchweiBbildung zu erkennen war — die 
Angabe Cramers'), da stets Kochsalz von der Haut ab- 
gegeben wird, das ja nur aus den Schweifdrisenausfiihrungs- 
gingen stammen und nur mit Wasser zugleich in diese iiber- 
treten kann, konnte ich nicht bestiatigen®) —, schlossen wir, 
daB bis jetzt kein Beweis und auch nicht einmal ein 
Grund zu der Annahme vorliegt, daB bei gesunden 
Menschen die SchweiBdriisen sich aktiv an der Her- 
gabe des insensibel abgegebenen Hautwassers be- 
teiligen. 

Sonach wiirden unter allen Bedingungen, die keine stirkere 
Entwarmung des Korpers verlangen, die SchweiBdriisen untatig 
sein; sie wiirden nicht perpetuierlich, vielmehr nur tem- 
porar tatige Driisen darstellen. 

Der ProzeB, der demnach unter den gewohnlichen 


') Cramer, Arch. f. Hygiene 11, 231, 1890. 
*) Loewy und Wechselmann, a. a. O. S. 114. 
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Lebensbedingungen zu der dauernden Wasserabgabe 
durch die Haut fiihrt, ist die physikalische Abdunstung 
von Wasser durch die Oberhaut. 

Diese unterliegt nun ihrerseits groBen Schwankungen, Schwan- 
kungen, die in verschiedener Weise gedeutet und mit der Be- 
schaffenheit des umgebenden Mediums in Beziehung gesetzt 
wurden. Nach der Anschauung einzelner Autoren’) soll die 
Umgebungstemperatur, nach der anderer der Grad der Wasser- 
dampfsattigung der Luft maBgebend sein. Nach wieder anderen 
soll die Beschaffenheit der Haut, speziell das Verhalten ihrer Ge- 
faBe, die Wasserdampfabgabe regeln, ohne daB eine quantitativ 
konstante Beziehung zu dem Verhalten der klimatischen Fak- 
toren bestinde. 

Unsere eigenen Versuche sprachen in letzterem Sinne: 
»bei blutreicher, turgeszenter, warmer Haut wird stets mehr 
Wasser abgegeben als bei blasser, trockner, kiihler, selbst wenn 
in ersterem Falle die Umgebungstemperatur erheblich kiihler 
ist als im letzteren“. — Also eine nur indirekte Wirkung 
selbst der AuBentemperatur, die noch am ehesten die Wasser- 
abgabe von der Haut zu andern vermag. — 

Ich habe nun die damaligen Versuche in gréBerem Um- 
fange an einer Reihe weiterer Personen und nach der Rich- 
tung hin fortgesetzt, genauer festzustellen, welchen EinfluB8 das 
Milieu auf die Wasserdampfabgabe hat, ferner ob konstante indivi- 
duelle Differenzen zwischen verschiedenen Personen bei gleichen 
Versuchsbedingungen, speziell bei gleichen AuBentemperaturen 
bestehen, inwieweit bei ein und derselben Person trotz gleicher 
Umgebungstemperatur die Wasserabgabe schwanken kann, ob 
die verschiedenen Ko6rperteile unter sich Verschiedenheiten in 
der Wasserabgabe darbieten. 

Uber diese Versuche soll im folgenden kurz berichtet 
werden. 

Die Methode war die seinerzeit beschriebene. Die unter- 
suchten Koérperteile kamen in geeignete Metallhilsen, die, so- 
weit die Extremitaten in Betracht kamen, peripherwirts ge- 
schlossen waren, zentral mittels einer passenden Gummimanschette 
juftdicht den K6rperteil abschlossen. Hier trugen sie einen 


1) Literatur vgl. bei Loewy und Wechselmann, l.c. 8. 94. 
‘7* 
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Stutzen zum Eintritt der Luft, am anderen Ende einen gleichen 
fiir die austretende. Die eintretende Luft passierte ein Ge- 
hause, in dem sich ein — hiaufiger auf seine exakte Funk- 
tionierung gepriiftes — Haarhygrometer mit Thermometer be- 
fand; ebenso ging die austretende durch eine analoge Einrich- 
tung hindurch, von da aus durch eine Gasuhr und von hier 
in einen groben evakuierten Kessel. — Die Schnelligkeit des 
Luftdurchtritts konnte beliebig durch Hahne reguliert werden. 





Fig. 1. 


Die Fig. 1 gibt die Kinrichtung zur Ermittlung der Wasser- 
dampfabgabe der Beine photographisch wieder. 

Zur Untersuchung der Wasserabgabe des Rumpfes diente 
ein Metallzylinder, den innen ein Drahtzylinder auskleidete, 
um ein Aufliegen des Riickens zu vermeiden. Der Zylinder 
trug beiderseits Gummimanschetten, die unter den Achseln und 
in der Kreuzgegend am Ko6rper luftdicht befestigt wurden. 

Zur Bestimmung der Wasserabgabe vom Gesamtkorper 
diente ein groBer Kasten, dessen abnehmbarer Oberteil den 
Eintritt gestattete. In dem Kasten sa das Versuchsindivi- 
duum; es bekam ein Mundstiick in den Mund, von dem aus 
ein kurzes weites Schlauchstiick nach auBen fiihrte, so daB die 
Atmung direkt in das Zimmer geschah. Die Nase war mit 
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Klemme geschlossen. — Bei diesem Kasten trat die Luft am 
Kopfende ein und wurde am FuBende abgesogen (vgl. Fig. 2). 

In jedem an einzelnen Korperteilen angestellten Versuche 
wurde die Lange des im Zylinder befindlichen Korperteiles und 
an vier Stellen sein Umfang gemessen, und daraus die Ober- 
tlache berechnet. Dieser Wert diente dann zur Berechnung 





der Wasserabgabe auf den Quadratmeter @berfliche bzw. auf 
die Gesamtk6érperoberflaiche, die aus dem K6rpergewicht mit 
Hilfe der Meehschen Formel ermittelt war. — 

Ich stelle die Generaltabelle saimtlicher Versuche voran, 
weil aus ihr die Zusammengehorigkeit der einzelnen Werte am 
besten ersichtlich ist. Aus ihr sind die folgenden Tabellen mit 
den jede einzelne Versuchsperson betreffenden Werten, geordnet 
nach den untersuchten K6rperteilen und aufsteigenden Um- 
gebungstemperaturen, hergestellt. Die Generaltabelle enthilt 
zugleich Bemerkungen, die fiir die Beurteilung der untersuch- 
ten Personen von Bedeutung sind. 
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Perspirationsversuche 1911. 
Generaltabelle. 
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243185 11,6]10,385  967,0 | 19,97 
linkes Bein 

243.185 11,1]10,299 1060,0 | 15,16 

rechtes Bein 

25,3 | 8,7 | 12,0110,338! 967,0 | 21,18 


c | linkes Bein | 











25,3 | 8,7 | 11,3]10,358; 1060,0 | 15,24 
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9 ' rechtes Bein’ Onasch, Hans, 7J. Ichthyosis 
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warm. 
29.4198 12,1] 8541 do. | 11,854 | Alles warm. Nirgends Schwei8. 
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linkes Bein den pro Kérperoberflache. 
126.0 7,0 10,8] 7,001) 1092,5 14,61 
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(Fortsetzung). 





Vers.-Nr. 


Person 


Datum 


Temperatur 
der eintreten- 
den Luft 


° 


Waseer- 
gehalt der 


ein- 
treten- 
den Luft 
aus- 
treten 
den Luf 


mg mg 


proil proil 





6,9 | 10,8 


7,0 | 12,0 
7,3 | 12,0 
7,8 | 15,0 
8,0 | 16,0 


Durchgesaugte 





z 2% Unter- 
%=5, suchte 
= ¢  Kérper- 
== £ joberflache 
Br ] 
] qem 

piped. linker Arm | 
9,597 849.6 
9,227 do. 
9,244 do. 
9,111 | do. 


9,195 do. 


pro Stunde und 
qm Kérper 
oberflache 


Wasserabgabe 


oC 


26,43 
32,58 


| 30,68 


46,33 
51,95 


Anmerkungen 


L., Fri, linker Arm, sitzt 
unbekleidet bis zum Nabel. Arm 
ganz fettarm! Vegi. Beinwerte! 
Vor b Beginn der Heizung! Bis 
dahin ein Fenster offen, Ginse- 
haut an den fettarmen Kd6rper- 
teilen! 


Minimalwerte, da Haut feucht! 


Bein schwitzte in Vers. 3 nicht, 
trotz héherer Zimmertemperatur. 























gy } rechter Arm) 

Zm 8,1 | 11,8] 7,782) 1085,4 15,9151] Zimmermacher, 56 J. Unter- 
: aa | linkes Bein sucht r. Arm und |. Bein. 
SchweiB- 8,1 |10,8| 7,529! 19343 | 6,306! 

driisenlos. ne 
11. TIL. 8,1 | 11,8] 7,871) 1085,4 | 16,10 
| | linkes Bein 
8,1 | 10,8] 7,572; 1934,3 6,343 
6 jrechtes Bein 
Dr C 7,5 11,7] 8,930; 2128.0 8,399 | Cr. Beim Beginn Kiiltegefiih!, 
2. Ill. | Maton aa se hav samy anh Modo: nicht 
7,9 | 11,0] 5,481 | — 9,855 deutlich feucht. 
7,9 ; 11,8] 8,841 21280 9,72 
Arm 
7,9 | 12,9] 4,991 1168,0 12,82 
} Bein 
8,1 | 12,0] 8,384, 21280 | 9,215 
| | Arm 
8,1 | 13,7] 5,964; 1168,0 17,16 
Bein 
8,2 | 12,1] 8,212; 2128,0 9,029 
Arm 
8,2 | 14,7] 5,825 1168,0 19,45 
a rechtes Bein 
. 6.2 10618088: 1791.0 11.848 | Untersucht r. Bein und |. Arm. 
Fri. L. eath Sais 3 sinker Aton . Fri. L. vgl. Vers. 5 und 3. Sitzt 
8. Til. 6,2 11,4] 6,753 896,0 93.518 nackt am Apparat. 
Bein 
6,1 | 10,8] 7,841) 1791,0 12,347 
Arm 
6,1 | 12,0] 6,875| 896,0 | 27,166 | Bis hierher Gefiih] von Kalte und 
| Bein Gaessant sue Boop sot Sess 
> ° . - € Pe schenkel. ’ e 
6,0 11,2] 7,965  1791,0 13,875 Gansehaut. Nun beginnt allge- 
. Arm meines Kaltegefiihl. Die bisher 
6,0 | 12,0] 6,137 896,0 | 24,663 offenen Fenster geschlossen. 
Bein | 
6,1 | 11,1} 7,973! 1791,0 13,355 
Arm 
6,1 | 12,2] 6,763 896,0 27,631 
Bein , , R 
5 9 7.92) 7 593 | Gansehaut jetzt schwacher ausge- 
6,9 | 12,4) 7,920; 1 yey 14,595 bildet. Haut fiihit sich warmer an 
6.9 | 13.1] 6.835 896.0 92 3a0 | Kein subjekt. Kaltegefiih! mehr 
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Vers.-Nr. | 2B gehalt der|= ES g Unter. §. £2 
oe] 2) -8]/ESs5| suchte | sess 
Person 5's € [£23 223/228 Korper-— se5 Anmerkungen 
Ste atc a ce a 2 E<= 
Datem 1a™ |) 28 55 Beas oberfliche, $ 25° 
ao] io i a 
’ mg 
°C prot] a... 1 ] qem £ 
7 | a Bein ug . + ety ; 
3 IIL 1911 ,/249 7,4/12,5] 7,959 1791 | 13,598 
7 = Arm 
Rortsetzg.| “24,9 | 7,4, 13,5] 6,662 896 | 27,220 
ao | Bein 
9 Q/15 - } - Q6 Am SchluB noch geri Gansehaut 
[26:1 | 7.9] 129] 7,949 1701 | 13,314 [Apeiys noe eringe Geena 
26,1 7,9 | 13,9] 6,931] 896 27,850 ee Untersuchte Haut 
8 | jrechtes Bein| J htee Fai 
Zn. ot 7.3 | 9,6 8,939! 95,08 6,670 Pee rechtes Bein und linker 
. g\| @ | linker Arm 
(vel Nr} lee] 78/10,2] 7,871) 1179 | 11,620 
3 sis } | ein | 
. {24,6 7,3 9,7] 8,798 2508 | 6,855 
| | Arm i 
lo46 | 7,3 j10,6] 7,912) 1179 13,290 
} Bein 
: | 24,6 7,3 | 9,7] 8,932) 2508 6,960 
| Arm 
loa6 | 73/107] 7,922) 1179 | 13,540 
10 ; - r. gesund. B. Lauschke, Alfr., geb. 12. XII. 1902 
Lauschke 23,1 7,1} 9,3111,528) 871,83 17,457 Gasuensnt beide ‘Beine zugieich 
6.1. 1911 a ; 1. krankes B. Poliomyelitis links; linkes 
BB Mia la 23,1 7,1} 8,8}12,336! 944,1 13,328 | Bein magerer als rechtes und kalt 
40 6 | gesundes B. 
24, 7,6) 9,5111,583; 871,38 15,155 
b | krankes B. : 
we 7,6 | 8,8111,688 944.1 8,875 
| gesundes B. | 
[25,4 7,8 10,8] 11,835! 871,38 | 24,450 
c | krankes B, 
25,4 7,8; 9,8 11,297) 944,1 14,360 [Erhalt hei®e (Trauben-) Zucker- 
: gesundes B. po ae. Se 
92 wd ¢ € or - N € 18 
i {26,8 | 7,7) 11,0] 11,424 ois | 25,960 | Soma 
l26,8 7,7| 9,8]11,144 9441 | 14,880 
} gesundes B. | 
{27,5 | 8,0/ 12,3) 11,030 871,3 | 32,660 
e krankes B. | 
lors 8,0 | 11,5]11,628 9441 | 25,866 
11 2 rechter Arm| Behaglich warm, kein SchweiS 
Dr. Cr. [25,4 8,0 12,0)12,490) 1105 | 27,130 | Rock nad ‘Weste aaa. ; 
29 TIL.1911 “le 4 P | 20 0 P hey Bein 
a 5, 0 | 12, 9,05 2290 9,492 
lrechter Arm 
25,2 | 8,1 12,1} 10,710) 1105 23,260 
b | linkes Bein | 
25,2 | 8,1|12,1]11,892} 2290 | 11,970 
12 rechter Arm| Mittel: Arm 15,35 g, Bein 12,50 ¢ 
Prof. Z. | _ [20,0] 7,3) 9,8]11,815 1196 | 14,818 [zwar vorner. tatig  gewesen. 
24. 111.1911] ® linkes Bein | Haut warm und rot. Werte des- 
eines l20,0 7,3 | 10,7} 12,825! 1978 | 13,230 | halb so auffallig hoch? 
90 73 | 10 ‘rechter Arm| 
20,5 38 | 10,0] 11,732) 1196 | 15,890 
7 | linkes Bein 
20,5 | 7,8; 10,4]12,527; 1978 11,780 
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| 


























we Wasser- |g = = z 
58a wer- ie3e3 22. 
F : 33% |gehalt der/2£°9! Unter. g =f 
Vers.-Nr. |] 2&8 & Sou 2265 
eo se] .¢; ,#/8825 suchte | S258 
2's .esl|.asleae-| oo £éca 
Person | 25 § [SS4/8S5/E 228) Korper  33*5 Anmerkungen 
Su | kE/*E S155 2 8 oberfliche 2. £% 
Datum ao ~s| #3 as%3) Boo 
ae m mg = = 
C \|proilproiy | qem g 
“wz =CUdTSCtsté~—idSiCsidSsSC(t dS srechter Arm) —_——«| Fooligt Kastenversuch im Hemde ( 
Prof. Z [20,5 7,0; 9,3110,068 1164 11,94 Ergibt nur 5,7 g und 6,0 g pro 
ae IIL 1911 a: | linkes Bein | Oberfliche! Vgl. Vers. Nr. 13a 
27. TIL 1911) \90,5 | 7,0/ 10,3] 9,144, 2307 | 7,846 
: rechter Arm 
20,5 | 7,0 9,6]10,252 1164 13,74 
b linkes Bein ! 
20,5 | 7,0/10,5] 9,592! 2307 8,729 
14 rechter Arm Folgt Versuch im Kasten, nackt 
22,8 | 11,5} 13,6]16,423 1199 | 17,26 Hygrometer auf 100. Also un 
De. Rosenb. J linkes Bein brauchbare Minimalwerte : 8,061g 
29. III. |22,8 11,5| 13,5] 24,899 2106 14.19 pro qm; 16,04g pro Oberfliche 
rechter Arm : 
23,3 [11,7 | 13,9] 16,423; 1199 18,08 
b | linkes Bein 
23,3 | 11,7 | 13,8] 24,899) 2106 14,90 
15 rechter Arm Mittel aus Arm und Bein: 5,888 
Zm 24,4 110,8 11,6)16,029 977.6 7,870 | pro qm. (Pro Oberflache herech- 
3) Ill a linkes Bein net hieraus: 9,842 ¢ 
wae 24,4 |10,8 | 11,3] 24,247) 12866,2 | 3,898 
b 25,0 |11,3 |14,77] 40,211 Pe a 5,025 | (8,397 @ pro Oberfliche u. Stunde.) 
3a 9 a, oe AO Gesamt- 9° Hemde anbehalten, geéffnet! Aut 
Prof. Z. ce 20,4 1,3) 10,9 | 26,48 oberflache 2,76 Gesamtoberflache: 5,721 g. 
S73. td 204] 78 11,0 | 27,26 do. 2.92 |do. Gesamtoberfliche: 6,053 
Gesamt- Nackt bis auf kurze Striimpfe. Aut 
D . a 22,0 | 6,3} 10,1] 26,94 | oberfliche 2,940 Gesamtoberfliche: 6,030 g. 
e, a. = 2,051 qm 
4. IV. b 23,0 | 6,5 /|11,45] 27,182 do. 3,501 | do. Gesamtoberfliche : 7,181 ¢. 
rechter Arm 
ce 24,0 7,1} 9,1411,120| 1178,7 11,32 Cr. fiihite sich im Kasten warm 
linkes Bein Auch bei c¢ bis f Haut warm 
d 24,0] 7,1] 9,5117,639) 1988,6 | 12,77 ane Ue. 
rechter Arm} 
e 24,3 ] 7,2); 9,8]10,907| 1178,7 | 14,436 | Feucht in Achseln. 
| linkes Bein | 
f 243 {1 7,2' 9,3117,639 1988.6 11,176 
17 | rechter Arm Gefiihl von Kiihle im Kasten und 
Dr. Cr. | @ 22,2 | 9,0) 10,9]14,454 1145,3 14,39 | auBerhaib. 
13. IV __| linkes Bein 
m""" Tb 22,2 | 9,0} 11,2] 16,690; 1888 11,67 
F __ | Gesamt- 
ec 228 9,2 | 13,9] 31,076) oberflache .278 | Auf Gesamtoberflache: 8.77472 
: = 2,051qm 
d 23,0 | 9,3) 14,1} 31,329 do. 4,405 9 0355 ¢ 
18 e = 5 Gesamt- Auf Gesamtoberflache: 19,4639 ¢ 
a 20,15} 9,5! 17,4] 51,438! oberflache 12,248 
Fr. L. = 1,6035 qm 
24. IV. rechter Arm 
b 21,0 | 9,8} 11,0] 21,429) 832,35 18,530 
linkes Bein 
e 21,0 | 9,8'12,9]20,926 1977.8 15,632 
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s & | Wasser- [$5.-5 2e, 
Vers-Nr. | BEE [gehalt der]¥222 Unter | 72 
“Te e4] 18) .8]8824) suchte | s2e8 
Person | 338 lain s8n/62e8 Korper- 33™5 Anmerkungen 
Ouse [PEE 22815225 oberfliche = ,&> 
Datum | & 2 “3| *slaAs"s Bee 
ae) mg mg - a 
C  [proii}pro1l} = qem g 
19 trechter Arm Poliomyelitis anterior acuta 
W. Klavis 6,9 8,0 | 13,800 725,76 | 21,68 | *m rechten Bein. 
linkes Bein, | 
gesund 
6,9: 9,4 | 14,721! 1152,57 | 25,28 
rechter Arm} 
7,1; 8,0 |14,014) 725,76 | 20,85 
linkes Bein 
7,1| 9,0 |14,829) 1152,87 21,61 
| krankes Bein 
6,2) 8,2 | 13,863, 885,55 | 18,786 
! gesund. Bein} 
6,2! 92 114,586; 124937 | 21,014 
| krankes Bein| 
7,0 8,3 | 13,899) 885,55 | 12,242 
gesund. Bein! 
7,0 9,3 114,863 1249.37 | 15,864 
|krankes Bein 
7,4 8,7 | 13,885) 885,55 | 12,23 
gesund. Bein} 
7,4 10,0 | 14,512; 1249,37 | 18,12 
{krankes Bein, 
7,6; 8,9 113,668; 885,55 | 12,038 
gesund. Bein, 
7,6, 9,8 | 14,215) 1249,37 | 15,02 
20 rechter Arm) 
Fri. L. 8,9 11,1 ]16,200 950,25 | 22,50 
92 IV linkes Bein | 
ee R 8,9 11,9 17,884; 1861 | 17,30 
Arm 
9,0 11,4 | 15,965; 950,25 | 24,19 
| Bein 
9,0} 11,7 [17,990 1861 {| 15,59 
| Gesamt- 
9,5 16,5 137,908) oberfliche | 9,987 | Auf Gesamtoberflache 16,0135 ¢ 
= 1,6035 qm | 
9,2 17,55] 38,261) do. | 12,06 19,338 g 
9,1 18,00 | 38,307 do. | 12,46 19,976 g. 
21 rechter Arm 
Prof. Z. 11,2 | 12,1 ]10,882) 1091,2 5,385 
31.V Rumpf 
hid 11,2 | 11,7 | 10,152) 2923,4 1,042 
29 rechter Arm 
Fri. L. 8,8 12,92] 10,917, 921,1 | 29,152] Schweis 
3 VI : | Rumpf i 
hare 8,8; 10,0] 10,406) 2414 | 3,104 
rechter Arm 
9,0 11,3]10,870 897,6 16,71 ’ 
linkes Bein Vgl. Nr. 20. 
9,0; 18,0]10,478 1921,8 13,08 
Gesamtkérp. 
9,3} 14,6} 25,570 16035 5,14? | 8,2012 g auf Gesamtoberfliche 
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ws Wasser- [35 .5 2= 
5 Ow these 2s 
Vers-Nr. | B22 gehalt der g&°% Unter- | $8.25 
aie Pr - £% £&s- suchte Sess 
Person | 5°S § [$33 23316228 Korper- | g3"5 Anmerkungen 
See JSS SESlSS2E oberfliche 458% 
Datum | & 9 “s| “siRe%e ger 
m m - si 
°C a l weet ] ] qem g 
23 rechter Arm 
Zm. a 22,6 12,2 13,7]15,006, 965,2 18,99 
i Rumpf 
6. VE 19111, 99.6 1 12,2 13,1] 14,854 25802 | 3,109 
rechter Arm 
ec 22,8 | 12,4) 14,2]11,256 965,2 12,595 
i Rumpf 
d 22,8 }12,4' 13,1] 10,709 2580,2 1,743 
Gesamt- 
oberflache 
e 21,9 }11,8 16,0] 30,331) 1,67 qm 4,580 | Auf Gesamtoberflache: 7,644 g 
i rechter Arm 
f 22,6 | 12,7 | 13,9] 11,426) 904,7 9,093 
, linkes Bein 
g 22,6 [12,7 | 18,1111,125 1955 1,365 
24 rechter Arm 
Dr.C. | 4,189] 8,2 9,6]12,738| 1183,63 | 8,936 
13. VI. 1911} 4 18,9 | 8,2 10,3]12,738 1183,63 , 13,560 
linkes Bein 
b 18,9 | 8,2 10,7]12,909' 2025.0 9,562 
rechter Arm 
ec 19,5 | 9,0! 10,3}12,734 1122 8,853 
Rumptf 
d 19,5 | 9,0/10,2]12,685 2929.5 3,118 
Gesamt- 
kérper 
e 19,8 | 9,2 12,5]24,994 2,051 qm 2,409 | Auf Gesamtoberflache: 4,9415 ¢ 
25 Gesamt- 
Prof. Z. : _.| korper %e 
23 VI. 1911] 2 22,0 | 10,8 |13,25] 38,678 2,1 qm 2,709 | Auf Gesamtoberflache: 5,695 g 
rechter Arm 
b 22,4 }11,1 /11,7 | 12,229 1094 4,024 
Rumpf 
e 22,4 |11,1/12,7 }11,894 3069 3,725 
rechter Arm 
d 22.6 |11,1'11,7 |12,026, 1185,2 3,653 
linkes Bein 
e 22.6 }11,1 12,7 }11,775 2403 4,704 


Die Untersuchungen beziehen sich auf zehn Personen. Von 
diesen dienten vier schon zu den von Loewy und Wechselmann 
veroffentlichten Versuchsreihen, namlich der eine schweifbdrisen- 
lose (Zm.) und drei gesunde Manner (Prof. Z., Dr. Cr., Dr. Rb.). 
Dazu kommen drei Knaben mit leichter Ichthyosis, zwei 
mit abgelaufener Poliomyelitis acuta, eine 22 jahrige Dame 


mit einer eigentiimlichen Form von Fettschwund des Ober- 
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kérpers bei starker Fettansammlung an den Nates und ge- 


ringerer an den Beinen’). 


a) KinfluB der Umgebung auf die Wasserdampfabgabe. 

Meine Versuche kénnen keinen AufschluB geben iiber 
einen etwaigen EinfluB verschiedenen Wassergehaltes 
der Luft auf die Wasserabgabe. Die Wasserdampfsattigung 
der Luft des Zimmers, in dem die Versuche ausgefiihrt 
wurden. lag im Mittel um 50°/,, sie schwankte wenig, die 
Grenzen lagen nach oben gegen 60°), nach unten gegen 
40°). Diese wurden aber nur selten erreicht. Die Wasser- 
dampfsattigung der Zimmerluft kann daher als ziemlich kon- 
stant angenommen werden. Ich méchte hier gleichzeitig er- 
wahnen, daB die Wasserdampfsattigung der aus den Apparaten 
austretenden Luft meist zwischen 70 und 85°), lag; selten 
stieg sie auf 90°/,. Versuche, in denen sie hoher anstieg, ver- 
wertete ich nicht, da die Gefahr nahe lag, daB nicht alles von 
der Korperoberflache abgegebene Wasser durch das Hygrometer 
angezeigt wurde bzw. dieses bei fast vollkommener Wasser- 
dampfsattigung der Luft nicht geniigend genau arbeitete. Die 
Wasserdampfsiittigung der austretenden Luft lieB sich durch 
Wechsel der Ventilationsgr6Be auf den gewiinschten niedrigen 
Werten halten. 

Am ehesten geben die Versuche Aufklirung iiber den 
EinfluB der Temperatur, der ja auch im allgemeinen am 
héchsten eingeschitzt wird. —- Betrachten wir daraufhin zu- 
nachst die Ergebnisse an den einzelnen Versuchsper- 
sonen (Tabellen II bis V), so zeigt sich zuvérderst, daB ein 
Parallelismus zwischen Temperatur der Luft und 
Wasserdampfabgabe nicht besteht. Die Wasserabgabe 
nimmt nicht etwa mit steigender Lufttemperatur in entsprechen- 
der Weise zu oder umgekehrt ab. Das zeigen die Ergebnisse 
an allen Personen, wobei zunachst nur die an ein und dem- 
selben Korperteil gewonnenen ins Auge gefaBt werden mdgen. 
Man vergleiche daraufhin die Ergebnisse an Z. (Tabelle Il) am 
rechten Arm, linken Arm, linken Bein; Tabelle III (an Cr. 


') Die Krankengeschichte dieser wurde publiziert von A. Simons 
Kine seltene Trophoneurose (,,Lipodystrophia progressiva‘). Zeitschr. f. 
d. ges. Neurol. u. Psychiatr. 5, 29 (Berlin 1911). 
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rechter Arm, und besonders linkes Bein; Tabelle V (Zm. schweib- 





driisenlos) besonders deutlich linkes Bein, aber auch rechter 
Arm; Tabelle IV (Fri. L.): Bein und linker Arm zeigen die 
weitgehende Unabhingigkeit der Wasserabgabe von der AuBen- 
temperatur ganz besonders auffallend. 


Tabelle II’). 


Versuche an Prof. Z. 

















— se Temperatur Durch- Abgegebene 
Vensais- + enahites der durch- _ gesaugte Wasser- 
Vanumay 1 Sends. gehenden Luftmenge menge pro 
P Luft oro Min. Std. u. qm 
Datum teil I 4 
°C l g 
Zz. r. Arm 20,0 11,815 |! 14,818 
12. 24. IIT. 20,5 11,732 15,890 
18. 27. TIL. 20,5 10,068 11,940 
20,5 10,252 13,740 
21. 81.V. 22,3 | = 10,882 5,385 
25. 23.VI. 22,4 12,229 | 4,024 
22,6 12,700 | 3,653 
Z. 7a. | lk. Bein 145 | 10,570 3,450 
12. 24. TIL. 20,0 12,825 | 13,230 
20,5 12,527 11,780 
13. 27. IIL. 20,5 9,144 7,846 
20,5 9,592 8,729 
25. 33. VI. 22,6 | 4,704 
Z. 7a. r. Bein 14,5 10,664 3,460 
8a 16,0 10,570 | 5,570 
16,5 12,695 4,549 
13a 20,25 12,058 7,093 [CO,-Atmungohne 
91.05 10.944 6,438 subj. Dyspnoe 
21,10 11,521 6,132 
10a 24,2 8,669 6,581 
24,9 8,455 15,32 ¥ ' 
25,1 8 357 15,35 seginnenc er 
28 () 4,330 2. 
21. 31.V.) Rumpf 22,3 10,152 1,042 
25. 23.VI. 22,4 11,894 3,725 
13. 27. IIL] Gesamt- 20,4 26,48 2,76 
kOrper 20,4 27,26 2,92 
25. 23.VI. 22,0 38,68 2,709 








') Bemerkung zu den Tabellen II bis V. Aus der in Spalte | an- 
gegebenen Versuchsnummer und dem Datum lassen sich ohne Zuhilfe 
nahme der Generaltabelle die zum gleichen Versuch gehdérigen, also zu 
gleicher Zeit aber an verschiedenen Kérperteilen gewonnenen Werte 
iibersehen. Die mit a bezeichneten Versuche sind der Arbeit von Loewy 


und Wechselmann entnommen 
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Tabelle III. 


Versuche an Dr. Cr. 

















— Temperatur Durch- Abgegebene 
Versuchs- | suchter peer recur Bc Wasser- 
nummer | Kérper- “oo vad artmenge | menge pro 
ea teil auft pro Min. Std. u. qm 
°C ] g 
Cr lk. Arm 22,5 5,481 9,855 
6 23,1 4,991 12,820 
2. 011.1911 23,6 5,964 17,160 
24,0 5,825 | 19,450 
24. 13.V14 r. Arm 18,9 ee ie ie 8,936 
18,9 | 12,738 | 13,560 
19,5 | 12,734 8,853 
17. 13.1V. 22,2 | 14,454 14,390 
16. 4.1V. 24,0 | 11,120 11,320 
24,3 | 10,907 14,436 
11. 22.101. 25,2 | 10,710 23,260 
25,4 12,490 27,130 
6a Ik. Bein 14,1 10,707 3,760 
14,5 10,659 3,740 1/p Std. nach 1 mg 
24. 13.VI. 18.9 12.909 9 562 = inner- 
17. 13.1V. 22,2 16,690 ise i 
lla 22,3 9,133 3,141 
22,65 9,620 4,962 
22,9 9,925 5,404 
22,9 i 6,483 5,292 
17. 13.1V. 24,0 17,6389 | 12,770 
24,5 17,639 11,176 
lla 24,6 | 8,922 ; 5,370 
11, 23.111. 25,2 9,058 | 11,970 
25,4 11,392 | 9,490 
lla 26,0 8,680 5,970 
27,2 8,544 6,366 Hebt vor jedem 
29.0 8,092 7,188 — 
29,5 7,943 7,740 
29,9 7,881 7,001 
24. 13.VI] Rumpf | 19,5 12,685 | 3,118 
24. 13.VL.] Gesamt- 19,8 24,994 2,409 
16. 41VJ kérper 220 “| 26,940 2,940 
17. 18.1V. 22,8 31,076 4,278 
23,0 31,329 4,405 
16. 4.1V. 23,0 27,180 3,501 








yo 


Selbst bei Temperaturdifferenzen von 8 bis 1 
braucht das Niveau der Wasserabgabe nicht verschieden zu 
sein. Das zeigen die zahlreichen Versuche an Cr.: Tabelle III 
linkes Bein, in denen die AuBentemperaturen zwischen 18,9 
und 29,9 liegen. sowie die der Tab. IV (Fri. L.) mit Temperatur- 
unterschieden zwischen 21,0 und 29,25°. — Die Werte bei den 
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beiden Grenztemperaturen sind annahernd gleich; dazwischen 
finden sich zum Teil héhere, zum Teil niedrigere Werte. 


Tabelle IV. 


Versuche an Fri. L. 


























Person |Temperaturder Durchgesaugte; Abgegebene 
Versuchs- |Untersuchter durchgehenden| Luftmenge | Wassermenge 
nummer Korperteil | Luft pro Min. pro Std. u. qm 
Datum °C l g 
Lucas. 7 r. Bein 21,0 7,965 13,875 
3. III. 21,1 7,841 12,347 
21,2 8,038 11,850 
21,6 7,973 13,355 
22,4 7,920 14,593 
3. 14. IL. 23,2 7,936 12,720 
i 3. ITI. 24,9 7,959 13,598 
3. 14.11. 25,0 8,755 13,240 
y A §. ii. 26,1 7,949 13,314 
3. 14.11 27,8 8,501 15,940 
; 29,25 8,492 13,610 
q 18. 24.1V.] Ik. Bein 21,0 20,926 15,632 
4 22. 3. Vi. 21,2 10,478 13,080 
Fi 20. 28. IV. 21,2 17,884 17,300 
% 21,6 17,990 15,590 
3 14. II 25,0 8,661 16,870 
: 97'8 8.218 18,010 
: 29,25 8,400 16,360 
{ 18. 24.IV.}] r. Arm 21,0 21,429 18,530 
20. 28. IV. 21,2 16,200 22,500 
21,2 10,917 19,150 
21,2 10,870 16,710 
21,6 15,965 24,190 
7 3.1L} Ik. Arm 21,0 6,137 24,663 
21,1 6,875 27,166 
21,2 6,753 23,518 
216 6.763 27,631 
5. 28. II. 22,3 9,597 26,430 
7. 8, eee 22,4 6,835 28 380 
&. Qae 24,85 9 227 32,580 
7. eae 24,9 6,662 27,220 
5. 28. II. 25.4 9,244 30,680 
7. 3. III. 26,1 6,931 27, 850 
5. 28. II. 26,4 9,111 46,330 
27.3 9.195 51,950 
22. 3.VI.1911 Rumpf 27,3 10,406 3,104 
18. Gesamt- 20,15 51,438 12,248 
24. VI. 1911 kérper 22,0 37,908 9,987 
22,0 38,261 12,060 








22.0 


38,307 


12,460 
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Tabelle V. 


A. 


Loewy: 


Versuche an dem schweibdriisenlosen Manne Zm. 





| 
| 


Menge der 


























7 Temperatur _  Abgegeb. 
Person Unter- der durch- bene Wasser- 
; . suchter gesaugten 
Vers.-Nr. Karper- gehenden | { uft pro menge pro 
Datum teil Luft | Min. Std. u. qm 
on 
l g 
Zm. 15a] r. Bein Yj 9,674 3,636 
22,0 9,569 3,221 Vorderarm in kalt. 
Wasser. 
22,0 10,137 4,582 
22.3 9,554 5,087 2 bis 6 Min. nach der 
994 9549 5.84 Abkiihlung. 
l6a 23,0 9 865 1,785 | 2bis 3 Min. nach Ab- 
waschung d. r. Ar- 
mes mit Alkohol 
und Ather. 
7. 9.11 23,1 9,728 5,576 | 20 Min. nach d. Ab- 
waschnng. Warme- 
| gefiihl. 
23,3 9,718 3,225 [10 Min. nach Ein- 
fetten mit Lanolin 
24,6 8,932 | 6,670 
24,6 8,798 6,855 
24,6 8,932 6,960 
Zm. 8a | lk. Bein 16,0 14,292 5,400 
16,5 12,089 4.152 | Abkiihlung d. Kis- 
stiicke auf d.Stiefel 
ie 185 10.969 6.39 KAltegefiih! a. Bein 
18.9 11,438 | 6,66 
19,4 11,380 7,335 
9a 21,2 8,179 5,128 
994 7,887 3,400 Kompression des 
10a 22,5 eee | Sem | Sense 
25 mm Hg Druck. 
Ga 2? 6 9.167 2.874 Kompression é 
unter 72 mm Hg % 
Druck. Fy 
22.8 9,382 4.045 | 1'/ bis 6 Min. nach | 
Da 28,2 og dil Be i 
10a 98°] 8846 4.938 Kompression / 
| 
Zm. | 5] 
23. 6. VI r. Arm 22,6 15,009 | 13,99 | i 
9. 11. III. 22,6 11,426 | 9,093 | } 
22,8 11,256 | 12,595 
15. 30.1IL. 24,4 16,029 | 7,870 
9. 11.1. 26,15 7,782 | 15,915 | i 
23. 6.VI. 26,20 7,817 | 16,10 : 
Zm. , 
8. 7.010.11] lk. Arm 24,6 7,871 11,62 
24,6 7,912 ; 18,29 
24,6 7,822 13,54 
Zm. 9 Rumpf 22,6 14,854 3,109 t 
22,8 10,709 1,743 
». 30.1IL.| Gesamt- 25,0 40,211 5,025 
23. 6.VI] kérper 21,9 30,331 4,58 





Biteorn iy 








Untersuchungen iiber die physikalische Hautwasserabgabe. 259 


Dazu kommen die Werte an Mula (Generaltabelle I, 
Versuch 1). — Wo einmal ein Parallelgehen zwischen Lufttempe- 
ratur und Wasserabgabe gefunden wird, wie bei Onasch (Ta- 
belle I, Versuch 2), da ergibt sich eine mit dem Wechsel der 
Temperatur vor sich gehende Anderung der Haut beschaffen- 
heit (vgl. die Bemerkungen zu Versuch 2, Tabelle I). Hier 
waren im Beginn des Versuches die FiiBe kalt, allmahlich wurde 
der FuBriicken warm, die FuBsohlen blieben noch kalt, bis zum 
SchluB auch diese sich erwirmt hatten, 

Macht sich hier schon die — zunachst ganz allgemein 
ausgedriickt — Beschaffenheit der Haut als maBgebend fiir den 
Umfang der Wasserabgabe bemerkbar, so weist das Verhalten 
letzterer bei gleichen Temperaturen, aber zu verschie- 
dener Zeit noch mehr darauf hin, daB der jeweilige Zu- 
stand des Hautorganes bestimmend fiir seine Fahig- 
keit zur Wasserabdunstung ist, daB die Temperatur der 
umgebenden Atmosphaire — und was von dieser, gilt auch von 
den anderen physikalischen Besonderheiten der Luft, so dab 
man ganz allgemein sagen kann, daB der Zustand der Atmo- 
sphare nur insoweit die physikalische Wasserabgabe 
zu beeinflussen vermag, als er die Beschaffenheit der 
Haut selbst beeinfluBt. 

Uberblickt man die Zahlenwerte der einzelnen untersuch- 
ten Personen, so erkennt man, da8 ihr Hautorgan sich zu ver- 
schiedenen Zeiten gleichen oder annahernd gleichen 
Temperaturen gegeniiber ganz verschieden verhalt. 
Nehmen wir die Versuche an Prof. Z. In Versuch 12 und 13 be- 
triigt die Wasserabgabe pro 1 qm und Stunde bei 20,0 bis 20,5° 
am Arm zwischen 11,94 g und 15,89 g, im Versuch 21 und 
25 bei 22,3 bis 22,6° nur 3,65 bis 5,38 g; sie ist also im 
ersten Falle um das Dreifache hoher als im letzten. 

Ebenso liegt die Wasserabgabe vom Rumpf in Versuch 25 
bei 22,4° um fast das Vierfache héher als im Versuch 21 bei 
22,3°. 

Die Versuche an den Beinen ergeben das gleiche, nur 
weniger ausgesprochen. 

Bei Cr. (Tabelle III) haben wir am linken Bein einmal bei 
22,2° eine Wasserabgabe von 11,67 g pro Stunde und 1 qm; in 


einem anderen Versuche bei 22,3 bis 22,9° nur 3,14 g bis 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 18 
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5,29 g. — Bei 24 bis 24,3° im erstgenannten Versuche 11,17 
bis 12,77 g; demgegeniiber bei 26,0 bis 29,9° in dem an zweiter 
Stelle erwihnten Versuche 5,97 bis 7,74 g. 

Konstanter sind die Werte bei Zm. und bei Fri. L., wenn 
auch bei letzterer die Wasserabgabe des linken Armes gleich- 
falls deutliche zeitliche Verschiedenheiten bei gleichen 
Temperaturen erkennen 1aBt. 

Man kénnte vermuten, da eine direkte Wirkung der Luft- 
temperatur nicht zum Vorschein kommt dadurch, daB sie ver- 
deckt wird durch ein wechselndes Verhalten anderer Faktoren. 
In Betracht kame hier verschieden starke Ventilation. 
Jedoch auch diese erweist sich nicht als maBgebend. 

Am besten beweisen dies die Versuche mit stark diffe- 
renter Ventilation bei annahernd gleicher Temperatur. So be- 
sonders die betreffend die Wasserabgabe des Gesamt- 
kérpers von Prof. Z. (Tabelle II); trotzdem die Ventilation des 
Kastens zwischen 26,5 und 38,71 pro Minute schwankt bei 
20,4 bis 22,0°, erweist sich die Wasserabgabe als vollkommen 
gleich. 

Ebenso ist es bei Fri. L. (Tabelle IV): Bei einer Ventilation 
von 51,41 (20,15°) gibt der Gesamtkérper nicht mehr Wasser 
ab, als bei 38,31 (22,0°), namlich 12,25 g gegeniiber 12,26 g. 

Dagegen steigt die Wasserabgabe des Gesamtkérpers bei 
Cr. mit steigender Ventilation, aber auch steigender Tempera- 
tur an. 

In den Versuchen an den einzelnen Kérperteilen 
liegen die Ventilationswerte meist zu nahe aneinander, um 
sichere Schliisse zu erlauben. Zu verwerten waren nur die 
Versuche von Zm. (Tabelle V) am rechten Arm, wo pro Minute 
7,81 bis 161 durchgesaugt wurden. Auch hier ist ein EinfluB 
der VentilationsgréBe nicht zu erkennen: einmal liegt die Wasser- 
abgabe bei starker Ventilation hoch, einmal auffallend niedrig. — 
Ebenso ist es bei Cr. (Tabelle III): hohe Ventilation geht hier 
in Versuchen am linken Bein einmal (vgl. Versuch 17) mit hoher 
Wasserabgabe einher, ein anderes Mal (Versuch 11a) mit ge- 
ringer; und auch an L. (Tabelle IV) sind die Ergebnisse am 
linken Arm und Bein wechselnd. — 

MuB die Analyse der bisher besprochenen Versuche schon 
zu dem Schlusse fiihren, daB eine direkte Beziehung zwischen 
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umgebender Atmosphire und Umfang der Wasserabgabe nicht 
besteht, vielmehr die zeitige Beschaffenheit der Haut 
die Hauptrolle spielt, so wird dieser durch einige weitere 
noch mehr gesichert. 

Ich vermochte durch Beeinflussung der Haut bei 
ungeanderten auBeren Bedingungen die Wasserabgabe 
erheblich zu verandern. 

Zunichst versuchte ich eine reflektorische Anderung der 
Haut herbeizufiihren. Im Versuchen an Zm., in denen die 
Wasserabgabe des rechten Beines bestimmt wurde, lieB ich den 
rechten Vorderarm in kaltes Wasser tauchen (vgl. Tab. V Ver- 
such 15a). Unmittelbar darauf sank die abgegebene Wassermenge 
von 3,64 auf 3,22 g pro Stunde und 1 qm berechnet; 2 Min. 
nach dem Herausnehmen und Trocknen des Armes waren sie auf 
5,08 g und blieb so fiir weitere 15 Minuten. Dabei waren die 
Temperatur der den Stiefel durchstreichenden Luft und die 
Ventilationsgr6Be nahezu unverandert geblieben. 

In Vers. 16a, gleichfalls an Zm., betrug die Wasserabgabe 
am rechten Bein, 2 bis 3 Min. nach Abwaschen des rechten 
Armes mit Alkohol-Ather, nur 1,78 g, 20 Min. danach, nach- 
dem wieder allgemeines Warmegefiihl eingetreten war, dagegen 
5,58 g. 

In einem anderen Versuch wurden Eisstiicke auf den 
Stiefel gelegt (vgl. Versuch 8a an Zm.). Bei der schnellen Luft- 
durchleitung kiihlte sich die durchtretende Luft nach Angabe 
des im Ausgangshygrometer befindlichen Thermometers nicht 
ab. Die Kaltestrahlung bewirkte aber eine Verminderung 
der Wasserabgabe von 5,4 g auf 4,1 g. 

Endlich seien zwei Versuche an Zm. (vgl. Versuch 9a) er- 
wahnt, in denen die Blutzirkulation im untersuchten Bein 
durch Kompression desselben am Oberschenkel oberhalb des 
Stiefels erschwert wurde. Die Kompression geschah mittels 
einer aufblasbaren Gummimanschette, wie sie zur Blutdruck- 
bestimmung nach Riva-Rocci benutzt zu werden pflegt, unter 
Einschaltung eines Quecksilbermanometers, an dem der Grad 
der Kompression abgelesen wurde. — Die Wasserabgabe, die 
zavor 6,13 g betrug, sank bei einer Kompression von 25 mm 
Hg Druck, durch die also nur eine capillare und vendése 


Stérung hervorgerufen wurde, auf 3,4 g; bei einer von 72 mm 
18* 











262 A. Loewy: 


Druck auf 2,9 gz. Nach Aufhebung der Kompression stieg 
in 6 Minuten die Wasserabgabe wieder auf 4,04 g. — Wie 
die Versuchsdaten der Tabellen erweisen, waren Ventilation 
und Temperatur fast gleich geblieben. 

Weiter wurde an Prof. Z. (Tab. II) ein Versuch mit Ein- 
atmung maBiger Kohlenséuremengen ausgefihrt. Die Ein- 
atmung geschah 30 Minuten lang und war derart geregelt, dab 
die an der Gasuhr zugleich abgelesene AtemgrdBe 11 bis 12 !} 
pro Minute ausmachte. Subjektive Dyspnoe bestand nicht. Ven- 
tilationsgr6Be und Temperatur wurden wiederum annahernd 
gleich gehalten (s. Versuch 13). Die Wasserabgabe, die vor 
der Kohlensiureatmung 7,1 g betrug, sank, nachdem 12 Minuten 
CO, zugefiihrt war, auf 6,4g und weiter nach 21 Minuten 
auf 6,1 g. 

Die Erklarung der vorstehenden Ergebnisse, betreffend 
die willkirliche Veranderung der Wasserabgabe, ist fiir 
die Versuche mit Kaltestrahlung und mit Kohlensiureatmung 
gegeben durch ihren vasomotorischen Effekt. Die Con- 
traction der HautgefaBe bewirkt eine verminderte Durchblutung 
der Haut, damit eine Abkiihlung der Hattoberfliche und damit 
zugleich eine Verringerung der Wasserverdampfung von der 
Oberflache. 

In den Versuchen mit venéser und — bei 72 mm Hg Druck — 
vielleicht auch schon arterieller Kompression spielen vaso- 
motorische Veranderungen der GefaiBweite nicht die gleiche 
Rolle. Aber das in den Hautcapillaren und Venen stagnierende 
Blut wird wiederum zu einer Temperaturherabsetzung der Haut 
und zu einer Einschrinkung der Wasserverdampfung fiihren. 

Uber den Zusammenhang zwischen dem Umfang der 
physikalischen Wasserabgabe von der Haut und dem 
Zustand der umgebenden Atmosphiare méchte ich auf 
Grund meiner Ergebnisse der folgenden Auffassung zuneigen: 
Die physikalische Wasserabgabe stellt einen VerdampfungsprozeB 
dar; dieser mu8 natiirlich beeinfluBt werden in gesetzmaBigem 
Sinne von der Temperatur der Atmosphire, ihrem Wassergehalt, 
ihrer Bewegung, also ihren sog. thermischen Faktoren. Aber 
diese Faktoren wirken im Einzelfalle quantitativ ganz ver- 
schieden auf die Oberfliche selbst des gleichen K6rperteiles, 
da dieser nicht eine stets gleiche verdampfende Flache darstellt. 
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Das zeitlich wechselnde Verhalten ein und desselben Teiles der 
Oberflache beruht im wesentlichen auf ihrer wechselnden Tem- 
peratur. Alles, was, sei es klimatisch, also aus iuBeren Ur- 
sachen, sei es experimentell durch Anderung auBerer und innerer 
Bedingungen, sei es pathologisch, also nur aus im Kérper selbst 
gelegener Veranlassung, die Hauttemperatur andert, andert da- 
mit auch die Wasserabgabe, so daB bei Wirksamwerden innerer 
Ursachen die Wirkung der auBeren in ihrer Bedeutung er- 
heblich abgeschwacht werden, unter Umstinden kaum zum 
Ausdruck kommen kann. 

Alles, was die Temperatur der Haut erniedrigt, setzt die 
Wasserabgabe herab, was sie steigert, erhéht sie. 


b) Regionare und individuelle Verschiedenheiten der Wasser- 
abgabe. 

Fiir die Unterschiede in der Menge des abgegebenen Wasser- 
dampfes an ein und demselben K6rperteil unter gleichen auBeren 
Bedingungen ist in den vorstehenden Ausfiihrungen im wesent- 
lichen die verschiedene Temperatur der Haut verantwortlich 
gemacht worden, also ein physikalischer Faktor. Man 
kénnte daran denken, daB enatomische Veranderungen mit 
beteiligt waren an der verminderten Wasserabgabe, etwa die 
mit der Kilte einhergehende Verminderung der Blutfiillung 
oder Durchfeuchtung der Haut oder die zugleich eintretende 
Contraction der Haut. Aber wenn bei Kaltecontraction die 
Haut auch blutleer wird, so bleibt das Maschengewebe des 
Stratum Malpighi doch noch mit Lymphe gefiillt, und die 
Herabsetzung der Wasserabgabe ist so erheblich und geschieht 
so schnell, daB man sie nicht wohl mit Fliissigkeitsmangel 
unter der Epidermis in Zusammenhang bringen kann, und die 
Contraction der Haut andert wohl die Form ihrer Oberfliche, 
aber nicht wesentlich ihre GréBe. Méglich wire ja, daB die 
mit dem verschiedenen Contractionszustande der Haut- bzw. 
HautgefaBmuskeln sich andernde histologische Beschaffenheit 
der Oberhaut zu einer verschiedenen Durchdringbarkeit fiir 
Wasserdampf fiihrt. Jedoch ist hieriiber nichts Bestimmtes 
bekannt. — 

Nun zeigt aber ein Uberblick der Tabellen, daB auch 
— an der gleichen Versuchsperson — unter den gleichen 
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auBeren Bedingungen die verschiedenen Kérperteile 
ganz verschiedene Wassermengen abgeben kénnen. 

Ob hier gleichfalls die Annahme der verschiedenen Haut- 
temperatur als wesentliches Erklarungsmoment geniigt, muB 
noch erértert werden. 

Betrachten wir zunichst die Versuche an Gesunden. 

Bei Prof. Z. (vgl. Tabelle II) ergibt sich, daB von den gleich- 
zeitig gewonnenen Werten die am Arme hoher liegen als die 
am Beine (Versuche 12 und 13); einmal (Versuch 25) gibt das 
Bein mehr Wasser ab als der Arm. — Der Rumpf gibt in 
einem Versuche (Nr. 21) auffallend weniger Wasser ab als der 
Arm, in einem zweiten etwa gleichviel. — Der Gesamtkoérper 
gibt stets weniger Wasser ab als die Extremitéten; nur ein 
am Rumpf erhaltener Wert liegt unter dem fiir den Gesamt- 
korper. 

GleichmaBiger sind die Ergebnisse an Cr. (Tabelle III). 
Abgesehen von einem Versuche (24) gibt der Arm mehr Wasser 
ab als das Bein, der Rumpf weniger als Arm und Bein 
(Versuche 16 und 17), der Gesamtkérper gleichfalls. Aus- 
nahmslos findet sich dasselbe Verhalten bei Zm. Am meisten 
Wasser geben die Arme ab, weniger die Beine, noch weniger 
Rumpf und Gesamtkorper. 

Wenn auch nicht ausnahmslos, lat sich doch erkennen, 
daB die Wasserabgabe unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen sank von Arm iiber Bein zu Rumpf und 
Gesamtkérper. Dies lieBe sich nun einfach physikalisch er- 
klaren: derjenige Kérperteil, der am meisten und haufigsten 
entbl6Bt und der Luft direkt ausgesetzt wird, der Arm, wurde 
am wenigsten im Sinne einer GefaBcontraction und damit einer 
Abkiihlung beeinfluBt, mehr das Bein, und der gewohnlich am 
meisten geschiitzte Rumpf am intensivsten. Fiir den Gesamt- 
kérper kommt in Betracht, daB er sich wie der am meisten 
kalteempfindliche Teil — der Rumpf — verhalten muB, da ja 
von diesem aus reflektorisch die GefaBe der tibrigen Korper- 
oberflache mit verengert werden. 

Eine physikalische Erklirung gestatten auch die Resultate 
an den beiden Kranken mit Poliomyelitis anterior. Wie 
die Versuche 10 und 19 der Tabelle I zeigen, wird von dem 
kranken, blassen und kihlen Bein stets weniger Wasser 
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abgegeben als von dem gesunden, und Aufnahme heiBer Zucker- 
lésung (Versuch 10), die zu starkem Warmegefiihl fiihrte, steigerte 
die Wasserabgabe auf der gesunden Seite weit mehr als auf 
der kranken. 

Hier handelt es sich um vasomotorische Stérungen mit 
ihren Folgen. 

Gegen die rein physikalische Erklarung der an den ver- 
schiedenen K6rperteilen verschiedenen Wasserabgabe bei den 
gesunden Menschen miissen sich jedoch einige Bedenken er- 
heben. Man sollte naimlich meinen, daB wenn die durch die 
Hohe der Umgebungstemperatur beeinfluBte Temperatur der 
Haut fiir die Menge des abgegebenen Wasserdampfes maB- 
gebend wire, dann bei geniigend hoher AuBentemperatur, d. h. 
bei einer solchen, die auf die GefaBe keiner Korperregion mehr 
als Kaltereiz wirkt, die regionéren Differenzen in der Wasser- 
abgabe fortfallen miBten. Das ist aber selbst bei Luft- 
temperaturen von 28 bis 29° nicht der Fall; in den Versuchen 
an Dr. Cr. (Tabelle III, Versuch 11a) und an Zm. (Tabelle V, 
Versuch 10a) — ebenso iibrigens auch bei L. (Tabelle IV, Ver- 
such 3) — bleibt dabei die geringere Wasserabgabe am Bein, 
die héhere am Arm bestehen. 

Es diirften also doch wohl, bei den verschiedenen Personen 
iibrigens quantitativ wechselnde, anatomische Unterschiede be- 
stehen, deren Natur bis jetzt noch nicht genauer bekannt ist. 

Abgesehen von dem schweif- und talgdriisenlosen Zm. 
kommt allerdings ein Moment in Frage, das zu regionaren (und 
individuellen) Differenzen der Wasserabgabe fiihren kénnte, das 
ware ein an den verschiedenen KG6rperteilen (bzw. bei vor- 
schiedenen Personen [vgl. spaiter}]) verschieden starker Fett- 
uberzug. 

Unna’) und spiaterhin Cramer*) und Barrat*), sowie 
Wechselmann und ich‘) haben gezeigt, daB ein Fettiiberzug 
die Wasserabgabe von der Haut vermindert. Eine verschiedene 
Dicke der Fettschicht auf der Haut der verschiedenen Korper- 


*) P. G. Unna, Uber die insensible Respiration der Haut. Deutsche 
Med.-Zeitg. 1890, Nr. 72/73. 

*) Cramer, Arch. f. Hygiene 10, 1890. 

5) Barrat, Journ. of Physiol. 21, 1897 u. 24, 1899. 

*) Loewy und Wechselmann, |. c. 8.110. 
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teile (eventuell auch bei verschiedenen Personen) mag einen 
EinfluB auf die Differenzen in der Wasserabgabe haben, aber 
die Wirkung der natiirlichen Fettschicht ist doch zu gering, 
um die meist sehr erheblichen Unterschiede in der Wasser- 
abgabe zu erklaren. 

An anatomische Verschiedenheiten der Epidermis mu8 
man in erster Linie denken bei dem einen der an leichter 
Ichthyosis leidenden Kranken (vgl. Tabelle I, Versuch 1), bei 
dem sich Differenzen der Wasserabgabe an beiden Beinen zeigen. 
Bei dem zweiten (Versuch 4) verhalten sich beide Beine gleich. 
— Die absolute Hiéhe der Wasserabgabe ist iibrigens bei 
keinem der drei Kranken mit Ichthyosis (Tabelle I, Versuche 1, 
2, 4) gegen die Norm herabgesetzt; bei zweien ist sie viel- 
mehr auffallend betrachtlich. 

Wie die ganz konstanten Ergebnisse an dem an ,Lipo- 
dystrophie* leidenden Fraulein L. (vgl. Tabelle IV) zu deuten 
sind, ist nicht sicher. Auch hier ist der am Rumpf gefundene 
Wert wieder sehr niedrig; die Werte fiir den Gesamtkérper 
liegen hdher, aber niedriger als die an Armen und Beinen 
gefundenen. Am auffallendsten ist der durchgehend gefundene 
Unterschied zwischen den ganz fettlosen Armen und den 
abnorm fettreichen Beinen. Von ersteren wird weit mehr 
(bis zum doppelten) Wasser abgegeben als von letzteren, gleich- 
giiltig, bei welcher Temperatur die Versuche angestellt waren. 


AuBer den regionaren Verschiedenheiten bei derselben 
Person scheinen nun aber auch individuelle Unterschiede 
der Wasserabgabe vorhanden zu sein, in dem Sinne, da8 
unter ahnlichen auBeren Bedingungen bei verschiedenen Per- 
sonen eine verschieden starke Wasserabgabe erfolgt. 

Bei den Differenzen, die ein und dieselbe Person schon zu 
verschiedenen Zeiten zeigt, laBt sich die Annahme von Ver- 
schiedenheiten im Umfang der Wasserabgabe zwischen mehreren 
Personen — natiirlich Gleichheit der auBeren Bedingungen 
vorausgesetzt — nicht auf die Betrachtung einzelner Werte 
griinden. Vielmehr mu8 das Niveau der Hautwasserausschei- 
dung unter allen Bedingungen charakteristische Unter- 
schiede zeigen. 

Das war schon bei zwei von den seinerzeit untersuchten 
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SchweiBdriisenlosen der Fall; stets gab der eine etwa nur die 
Halfte der Wassermenge des anderen ab. Das Gesamtmittel, 
das Versuche bei ganz verschiedenen Temperaturen umfaBte, 
wahrend die Wasserdampfsattigung der Zimmerluft fast stets 
gleich war, betrug, pro Quadratmeter Korperoberfliche und 
Stunde berechnet, bei dem einen (K.) 12 g, bei dem zweiten 
(Zm.) ca. 6 g. — Untersucht wurde stets die Wasserabgabe eines 
Beines. 

Das gleiche zeigt sich auch in den neuen Versuchen. 

Am eindeutigsten tritt die Differenz der Wasserabgabe bei 
Betrachtung der Werte fiir den Gesamtkérper zutage. Aus 
ihnen berechnet sich: 


Bei Zm. (schwei8driisenlos, 30 bis 40 1 Ventilation, 21,1 bis 
25° Zimmertemp.): 4,58 bis 5,0 g pro qm und Std. (2 Versuche); 

bei Prof. Z. (26,5 bis 38 1 Ventilation, 20,4 bis 22° Zimmer- 
temperatur): 2,1 bis 2,9 g pro qm und Std. (3 Versuche); 

bei Dr. Cr. (25 bis 311 Ventilation, 19,8 bis 23° Zimmer- 
temperatur): 2,4 bis 4,4 g pro qm und Std. (5 Versuche); 

dagegen bei Dr. Rg. (16,4 bis 24 1 Ventilation, 22,8 bis 23,3° 
Zimmertemp.): mehr als 8,1 g pro qm und Std. (1 Versuch); 

bei Fri. L. (28 bis 51 1 Ventilation, 20,1 bis 22° Zimmer- 
temperatur): 10,0 bis 12,5 g pro qm und Std. (4 Versuche). 


Die Zahl der Versuche ist fiir jedes Individuum nur ge- 
ring, aber zur Kennzeichnung der Differenzen wohl ausreichend. 
Die Lufttemperaturen sind mit Riicksicht auf den unbekleidet 
untersuchten K6rper niedrig. Die Differenzen kénnten sich 
also aus einer verschiedenen Empfindlichkeit der Haut erklaren, 
derart, daB bei einzelnen die vorbeistreichende Luft schon 
einen mehr oder weniger erheblichen Kaltereiz abgibt, bei 
anderen nicht. 

Die individuell verschiedene Wasserabgabe wiirde in diesem 
Falle auf einer wechselnden Reaktion der GefaBe auf den 


Temperaturreiz beruhen. 

Auch wenn man von den an einzelnen Ké6rperteilen 
gewonnenen Werten ausgeht, treten individuelle Unterschiede 
zutage. Allerdings kommen hier die Differenzen ins Spiel, die 
zwischen den verschiedenen Kérperabschnitten der 
gleichen Person unter den gleichen Bedingungen und 








268 A. Loewy: 


selbst zur gleichen Zeit bestehen. Dafiir aber ergibt die 
bei weitem gréBere Zahl der Versuche eine gréBere Sicherheit 
in der Konstatierung individueller Verschiedenheiten. Legt 
man nur die vier Personen, die solchen unterworfen wurden, 
zugrunde, so ergibt sich, daB bei Fri. L. bei Temperaturen 
zwischen 21° und 29,25 in 33 Versuchen nur ein Wert 
unter 12 g pro Quadratmeter und Stunde lag, 12 Werte 
iiber 20 g und das Maximum 32,6 g erreichte. 

Bei Dr. Cr. betrigt die Wasserabgabe in den Versuchen 
iiber 20° (bis 29,9°) 12mal mehr als 10 g pro Quadratmeter 
und Stunde, 12mal unter 10g. — Uber 20g wurden nur 
zweimal abgegeben. 

Prof. Z. scheidet aus bei Temperaturen zwischen 20° 
und 28° 6mal mehr als 10g bis zum Maximum von nur 
15,9 g; 8mal dagegen weniger als 10g. 

Endlich Zm. gibt tiber 10g ab — bis zum Maximum 
von 16,1 g — (bei Tempereturen iiber 20°) 9mal, und zwar nur 
von den Armen; 18mal (d. h. in allen Versuchen an den 
Beinen) weniger als 10 g, dabei oft weniger als 5 g bei Tem- 
peraturen bis zu 28,1°. — Die individuellen Differenzen 
bleiben auch bestehen, wenn man die Wasserabgabe an den 
gleichen K6rperteilen der verschiedenen Personen und bei 
hohen Temperaturen (iiber 24°) vergleicht, bei denen die 
Wirkungen der physikalischen Warmeregulation nicht mehr ins 
Spiel kommen ko6nnen. 

Es zeigt also die physikalische Wasserabgabe von einem 
Individuum zum anderen Unterschiede nicht nur, wenn man 
gleiche auBere Bedingungen dem Vergleich zugrunde legt; sie 
wird auch von wechselnden Temperaturverhaltnissen 
und bei wechselndem Verhalten der Haut quantitativ 
verschieden bei verschiedenen Individuen beeinfluBt. 


Die mitgeteilten Werte zeigen zahlenméBig an einem 
groBeren Beobachtungsmaterial, da8 es nicht angangig ist, 
aus der Wasserabgabe eines KoOrperteiles auf die Gesamt- 
wasserabgabe des K6rpers unter den betreffenden Versuchs- 
bedingungen zu schlieBen. Selbst wenn die Bedingungen, ins- 
besondere die Umgebungstemperatur, so gewahlt sind, daB der 








a 








— 


Untersuchungen iiber die physikalische Hautwasserabgabe. 269 


Effekt der physikalischen Warmeregulation auf die Haut aus- 
geschaltet ist, ist die Umrechnung der Wasserabgabe von einem 
Korperteil auf den Gesamtkérper nicht immer zulissig. — Es 
ist mehr Sache des Zufalls, wenn einmal aus der Wasserabgabe 
von einem KoOrperteil sich fiir die Gesamtkérperoberflaiche an- 
nihernd so viel Wasser berechnet, wie im Versuch wirklich 
gefunden wird (vgl. Tab. VI, Versuch 23). 

Im allgemeinen liegen die aus den am Arm und Bein 
ermittelten Werten fiir den Gesamtkérper berechneten héher 
als die vom Gesamtkérper wirklich gefundenen. Sie bleiben 
auch héher, wenn man in Betracht zieht, daB bei den die Ge- 
samtoberfliche betreffenden Versuchen vom GefaB, d.h. von 
ca. 5°/, der Oberfliche kein Wasser abgegeben wurde, die 
Werte sich also um 5°/, erhdhen. 

Wie wechselnd sich im einzelnen die Verhialtnisse gestalten 
konnen, 14Bt sich aus denjenigen Versuchen erkennen, in denen 
teils nebeneinander, teils nacheinander die Wasserabgabe an 
Arm, Bein, auch Rumpf und vom Gesamtkérper ermittelt 
wurde. 

Uber die Oberfliche der einzelnen Kérperteile liegen Be- 
stimmungen vor, von denen sich eine Zusammenstellung bei 
Vierordt*) findet. Mit Hilfe dieser Werte 146t sich mit einer 
fiir den vorliegenden Zweck hinreichenden Genauigkeit aus 
meinen pro Quadratmeter berechneten Werten umrechnen, wie 
hoch sich die Wasserabgabe fiir den einzelnen K6rperteil stellt. — 
Arme, Beine und Rumpf machen ca. 82°/, der gesamten K6rper- 
oberflache aus. Ohne einen Fehler zu begehen, der den Sinn 
falschen wiirde, kann man fiir die Wasserabgabe der noch 
fehlenden nur 18°), der Oberfliche (Kopf, Hals, Beckengegend) 
18°/, der aus Armen, Beinen und Rumpf sich ergebenden 
Summe einsetzen und dadurch eine Zahl gewinnen, die angibt, 
wie hoch annahernd die Wasserabgabe des Gesamtk6rpers liegen 
wiirde, wenn sie durch Addition der an den untersuchten K6rper- 
teilen gefundenen Werte berechnet wiirde. 

Die Ergebnisse dieser Rechnungen sind auf Tabelle VI ver- 
einigt. 


’) H. Vierordt, Daten und Tabellen fiir Mediziner. 2. Aufl., 
8. 36. Jena 1893. 
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Tabelle VI. 
1 2 3 | 4/5 | 6 7 | 8 
.s =} be sees se Fiir den Ge- 
Z se $s 53 Tesla Se samtkérper 
5 of | Be |SUEISUS 
3 <a-" BS | sM\ESSlESBl es wle uw 
3 2 BE | Be |S gids os) Sis | Fes 
£ 8 3:6 ao -O8|/ 880 | 385 
S 5 2/5 S| 228 | 238 
°C e | ge |&SE| SFe | ars 
22 |21,2—21,4| Beine | 9,72 | 60,0 | 20,0 | 92 
an L. Arme | 5,73 |$16,20| 35,4 | 
Rumpf| 0,75 | 46 | 
20 |21,2—22,0| Beine | 12,2 58,1 | 
an L. Arme | 8,10 |/21,0 | 38,5 | 25,6 | 18,45 
Rumpf 0,75 | 3,4 | Wert aus Vers 
23 |21,9—22,6| Beine | 1,06 | 3170) 266) 7,1 |= 
an Zm. Arme | 4,27 |2 5,93! 72,0 
Rumpf!| 0,60 | 10,1 
24 |18,9—19,8| Beine | 3,92 | 65,2 | 17,04) 4,94 
an Cr. Arme | 9,12 {313,98 28,1 
Rumpf| 0,94 6,7 
25 |22,0—22,6| Beine | 4,59 61,4 | 9,11} 5,69 
an Arme | 1,73 |$7,474) 23,1 
Prof.Z. Rumpf| 1,15 | 15,4 | 

















Zunichst sei auf Stab 6 hingewiesen. Er zeigt, in wie 
schwankendem Verhiltnis die einzelnen untersuchten Korper- 
teile an der insgesamt gefundenen Wassermenge (Stab 5) sich 
beteiligen, trotz in fast allen Fallen gleicher Versuchsbedin- 
gungen. — Die Tabelle zeigt weiter, wie stark unter gleichen 
Verhiltnissen die absoluten Werte fiir die Wasserabgabe schwan- 
ken kénnen (Stab 5); endlich wie stark die Differenzen sein 
kénnen, die zwischen den auf Grund der gefundenen Teilwerte 
fiir den Gesamtkérper berechneten und den im direkten 
Versuch am Gesamtkérper gefundenen Wassermengen be- 
stehen. Es zeigt sich, daB schon die Summe der fir Arme, 
Beine, Rumpf ermittelten Zahlen (bis auf die an Zm. [Vers. 23)), 
héher liegt als der Wert, den die direkte Bestimmung am Ge- 
samtko6rper lieferte. 

Es wurde oben schon darauf hingewiesen, daB bei den 
gegebenen Lufttemperaturen gerade in den Versuchen am 
Gesamtké6rper eine vasokonstriktorische Reizung aufgetreten 
sein kann, die die Wasserabgabe herabdriickte (Stab 8). Bei 
Temperaturen von etwa 30° wiirden die berechneten und ge- 
fundenen Werte besser iibereinstimmen. 
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Jedenfalls kénnen die gefundenen Werte fiir die Gesamt- 
wasserabgabe nur fiir den nackten oder ganz wenig bekleideten 
K6rper gelten und diirfen nicht etwa als MaB genommen wer- 
den fiir die Wasserabgabe bei gleichen AuBentemperaturen am 
normal durch Kleidung geschiitzten K6rper. 

AuBer den bereits S. 262, 264 bis 265 und 268 angegebenen 
spezielleren SchluBfolgerungen wiirde man zu dem allge- 
meinen Schlu8 kommen miissen, daB man einigermaBen Sicheres 
iiber die physikalische Wasserabgabe von der Haut nur beziiglich 
der maximal und minimal gefundenen Werte aussagen kann, 
daB man jedoch nicht berechtigt ist, beide in direkte Abhingig- 
keit von der Beschaffenheit der umgebenden Atmosphire zu 
bringen und etwa fiir bestimmte auBere Bedingungen eine be- 
stimmte Hohe der Wasserabgabe anzusetzen. Dagegen sprechen 
die zu gleicher Zeit bestehenden Differenzen an den verschie- 
denen KoOrperteilen der gleichen Personen, die Differenzen an 
ein und demselben KG6rperteil zu verschiedenen Zeiten und 
das wechselnde Niveau der Wasserabgabe bei verschiedenen 
Personen. 

Der wesentlich maBgebende Faktor fiir den Umfang der 
physikalischen Hautwasserverdunstung ist der Zustand des 
Hautorgans, und zwar in physikalischer Hinsicht die Tem- 
peratur seiner oberflachlichen Schichten, wozu sich anatomische 
Besonderheiten gesellen mégen, die noch weiterer Erforschung 
bediirfen. 








Ober den Temperaturkoeffizienten des elektrischen Leit- 
vermégens im lebenden und toten Gewebe. 


Von 


W. J. V. Osterhout. 


(Laboratory of Plant Physiology, Harvard University, 
Cambridge, Mass. U. S. A.) 


(Hingegangen am 9. Juli 1914.) 


Der Verfasser hat beobachtet, da8 der Temperatur-Koeffi- 
zient des elektrischen Leitvermégens betrachtlich héher ist im 
lebenden als im toten Gewebe der Laminaria saccharina. 
Bemerkenswert wird diese Beobachtung dadurch, daB. sie einen 
neuen und iiberzeugenden Beweis der wichtigen Tatsache 
liefert, auf die sich friihere Arbeiten stiitzten*), naimlich: daB, 
wenn ein elektrischer Strom durch lebendes Gewebe flieBt, er 
sowohl durch die lebenden Zellen selbst als auch durch die 
Interzellularsubstanz flieBt, die die Zellen trennt. 

Es ist bewiesen worden”), daB das Leitvermégen eines Ge- 
webes zunimmt, sobald das Gewebe getétet wird. Als Er- 
klarung hierfiir konnte man annehmen, daB das lebende Proto- 
plasma keinen Strom leitet, daB es im toten Zustand aber 
zum Leiter wird. Diese Annahme erweist sich jedoch als 
falsch, sobald dem Seewasser, in dem das Gewebe sich be- 
findet, Calciumchloridkrystalle hinzugefiigt werden. Es vermindert 
sich alsdann das Leitvermégen des Gewebes, obwohl das Leitver- 
mégen der in der Zwischensubstanz zwischen den Zellen be- 
findlichen Lésung zunimmt. Andererseits nimmt das Leit- 
vermégen des toten Gewebes zu, wenn letzteres in eine ahn- 
liche Lésung gelegt wird, selbst wenn die Tétung des Gewebes 


1) Osterhout, Science N. S. 35, 112, 1912; 36, 350, 1912; 37, 
111, 1913. — Plant World 16, 129, 1913. 
*) Osterhout, Science N. S. 35, 112, 1912. 
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auf eine Weise bewirkt wurde, die augenscheinlich keine Ver- 
anderung in der Zwischensubstanz hervorruft. Die von Calcium 
auf das Leitvermégen des lebenden Gewebes hervorgerufene 
Wirkung hat also ihren Angriffspunkt in den lebenden Zellen 
und nicht in der Intercellularsubstanz; und da diese Wirkung 
Verminderung des Leitvermégens bedeutet, so mu8 man an- 
nehmen, daB das lebende Protoplasma in diesem Falle den 
Strom leitet. 

Eine Untersuchung des Temperatur-Koeffizienten fiihrt 
auch zu einer ahnlichen Annahme. Die Veranderung im Tem- 
peratur-Koeffizienten nach dem Tode, die wir gleich besprechen 
werden, darf Verainderungen in den Zellen oder in der Zwi- 
schensubstanz oder in beiden zugeschrieben werden. Wird der 
erste oder der letzte Fall vorausgesetzt, so muB man auch an- 
nehmen, daB das lebende Protoplasma den Strom leitet. Nur 
im Falle, daB Veranderungen in der Zwischensubstanz allein 
fiir Veranderungen im Temperatur-Koeffizienten verantwortlich 
sind, kann man annehmen, da8 das lebende Protoplasma der 
Zellen den Strom nicht leitet’). Diese Ansicht laBt sich von 
zwei Seiten betrachten. 

Erstens ist es sehr zweifelhaft, ob in der Intercellular- 
substanz irgendwelche tiefgreifende Veradnderungen _hervor- 
gerufen werden durch Tétungsmittel, wie z. B. Chloroform, 
Licht, Temperaturzunahme bis zu 45° C, Verdiinnung des 
Seewassers, teilweises Vertrocknen der Pflanzen oder Stehen- 
lassen der Pflanzen im Seewasser (im Laboratorium) bis sie 
absterben. All diese Mittel aber verindern den Temperatur- 
Koeffizienten auf genau dieselbe Weise. 

Andererseits ist es ganz klar, da eingreifende Ver- 
anderungen mit dem Protoplasma vorgehen, wenn es durch 
obige Mittel getétet wird, und man kann annehmen, daB der 
Wechsel im Temperatur-Koefiizienten Verinderungen im Proto- 
plasma zuzuschreiben ist. 


1) Man kénnte diesen Schlu8 méglicherweise verwerfen, indem man 
annimmt, daB die Zelle im lebenden Zustand den Strom nicht leitet; im 
toten Zustand den Strom jedoch leitet und dann einen geringeren Tem- 
peratur-Koeffizienten besitzt als den der Zwischensubstanz. Dies ist 
aber héchst unwahrscheinlich: der Temperatur-Koeffizient der Zwischen- 
substanz ist offenbar so gering wie der des Seewassers. 





' 
} 
f 


} 
: 
t 
| 
; 


ae 





STE Te De Oi 





274 W. J. V. Osterhout: 


In einem friiheren Aufsatz') wurde die Methode dar- 
gelegt, wie der elektrische Widerstand des Gewebes gemessen 
wurde. Der Apparat besteht aus zwei, in Hartgummi einge- 
schlossenen Elektroden. Der Strom wird von der einen Elek- 
trode auf die Entfernung von 10 mm durch Seewasser zum Ge- 
webe abgeleitet, das einen 5 cm langen, aus Scheiben zu- 
sammengesetzten Zylinder in Form einer Geldrolle bildet. 
Nachdem der Strom durch das Gewebe geflossen ist, wird er 
wieder durch Seewasser auf die Entfernung von 10 mm zur 
anderen Elektrode abgeleitet. 

Wird das Gewebe entfernt und werden die zwei die Elek- 
troden enthaltenden Hartgummikolben einander genahert, so ist 
es modglich, den Widerstand des mit Seewasser gefiillten 
Apparates zu messen. Der Strom wird dann auf die Ent- 
fernung von ungefahr 20 mm Seewasser von einer zur anderen 
Elektrode abgeleitet. Auf diese Weise erhielt man folgende 
Ergebnisse, von denen jedes einzelne die Durchschnittszahl von 
3 bis 5 Bestimmungen gibt: 


Apparat Nr. 0 Widerstand bei 10° = — : 
‘i » 20° —=-996f Lemp.-Koef. = 1,261 


1 , 10°—= 305 
nai » _<— " n =1,260 
. 3 , 10°—= 30 
° ; ce —— 
” » 4 ” » 10°— 312 
‘ ‘ ipenieael ” n = 1,258 


Ein 5 cm langer Glaszylinder von 20 mm innerem Durch- 
messer wurde mit Seewasser angefiillt und auf dieselbe Art wie 
der Gewebezylinder in den Apparat eingesetzt. Dieser Zylinder 
entsprach im Durchmesser und auch in der gewobnlichen Lange 
ungefahr dem Gewebezylinder. Durch Subtraktion des Wider- 
standes des Apparates ergab sich folgendes Resultat (Durch- 
schnitt dreier Bestimmungen): 


Widerstand bei 10° 392 — 305 = 87 
a » 20° 311 — 242 — it Temp.-Koef. = 1,261. 
Dieses Ergebnis kann als Temperatur-Koeffizient des in 
diesem Apparat gemessenen Seewassers angenommen werden. 
AuBerdem stimmt es ziemlich iiberein mit dem Koeffizient der 


1) Osterhout, l.c, 
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von Kohlrausch und Holborn aufgestellten Formel einer 
5°/,igen NaCl-Lésung’). In der Formel 


K,=K,(itct+¢e) 


gibt t die Temperatur in Zentigraden an, K, das Leitvermégen 
bei 0° C, K, das Leitvermégen bei einer gegebenen Temperatur 
Zentigrad, wiahrend c und c Konstanten sind. In 5°/,igem 
NaCl c= 0,0295 und c’ — 0,000 103. 

Demnach ergibt sich: 


Ko = K, (1,3053) Ps 
Kay = K, (1,6312) Temp.-Koef. = 1,250. 


Bei der Bestimmung des Temperatur-Koeffizienten kann 
man Widerstand oder Leitvermégen zu Hilfe nehmen. 
Bestimmungen des Widerstandes in Zylindern toten Ge- 


webes ergaben folgende Resultate. (Der Widerstand des 
Apparates wurde in jedem Fall subtrahiert.) 


Widerstand bei 10° 440 — 305 = an) 
® n 20° 349 — 942 — 107) Temp-Koef. = 1,261 
” » 10° 441 —310—131) 
. » 20° 350—246—104f ” n == 1,260 
” » 10° 417—310— 107) 


” * 20° 331 — 246 — 85) ” 9 ow 1,259 


Dies beweist, daB totes Gewebe denselben Temperatur- 
Koeffizient wie Seewasser hat. 

Bei Zylindern lebenden Gewebes ergaben sich folgende 
Resultate (der Widerstand des Apparates wurde subtrahiert): 


Widerstand bei 10° 1356 — 285 = sg ; 
* » 20° 1025 —226— 799 J Temp.-Koef. = 1,340 
” » 10° 1230 — 300 = 930 ra 
‘ » 20° 944—238— 706 *  «, weigee 


Gewebe mit geringerem Widerstand hat einen geringeren 
Temperatur-Koeffizienten. Dies ergab sich als Allgemeinregel in 
einer betrichtlichen Reihe von Messungen. Je mehr sich der 
Widerstand dem Absterbepunkt naherte, desto mehr stimmte 
der Temperatur-Koeffizient mit dem des toten Gewebes iber- 
ein (1,260). 


1) Leitvermégen der Elektrolyte. S. 195. 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 19 
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Um das Anwachsen des Temperatur-Koeffizienten durch 
irgendeinen mechanischen Faktor auszuschlieBen, wahrend der 
Widerstand sich erhéhte, wurde der Widerstand im toten Ge- 
webe auf den im lebenden Gewebe erhoht mittels eingelassener 
Scheiben aus schlechtleitendem Material. Der Temperatur- 
Koeffizient blieb wie zuvor (1,260). 

Es ist daher als sicher anzunehmen, da8 im lebenden Ge- 
webe der Temperatur-Koeffizient bedeutend hoher ist als im 
toten. Infolgedessen ist der Temperatur-Koeffizient auch hoher, 
wenn sich die Pflanzen im besseren Zustand befinden. Durch 
langeres Stehen im Laboratorium verlieren sie an Lebenskraft, 
ihr Widerstand nimmt ab und ihr Temperatur-Koeffizient ver- 
ringert sich. Temperatur-Koeffizienten von fiinf Bestimmungen 
von Gewebe im guten Zustand ergaben: 1,320, 1,340, 1,336, 
1,328, 1,331, mit einem Durchschnitt von 1,331. 

Aus obigem ersieht man, da8 der Temperatur-Koeffizient 
der Intercellularsubstanz ungefahr gleich ist mit dem des See- 
wassers (1,260). Ist demnach im lebenden Gewebe, das aus 
Intercellularsubstanz und lebendem Protoplasma besteht, der 
Temperatur-Koeffizient 1,331, so mu8 auch der Temperatur- 
Koeffizient des lebenden Protoplasmas 1,331 bedeutend iiber- 
steigen, um den allgemeinen Durchschnitt von Intercellular- 
substanz und Protoplasma auf diese Zahl zu erhdhen. 

Die Ursache dieses hohen Temperatur-Koeffizienten folgt 
aus der Tatsache, daB Temperaturwechsel die Viscositat (oder 
irgendeinen Faktor, der den Durchgang von Ionen beeinfluBt) 
im lebenden Protoplasma schneller veraindert als im toten 
Protoplasma oder in der Intercellularsubstanz. Dies ergibt sich 
natiirlicherweise, da im toten Protoplasma und in der Inter- 
cellularsubstanz die Stabilitét bedeutend gréBer ist als im 
lebenden Protoplasma. 

Aus den vorhergehenden Beobachtungen ist es ersichtlich, 
da8 das Protoplasma im lebenden Zustand fir Ionen per- 
meabel ist. 
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Untersuchungen fiber Ferment- und Antiferment- 
wirkungen des Serums. 
Von 
Georg Hilsen. 
(Aus dem Institut fiir Krebsforschung in Heidelberg.) 
(Eingegangen am 15. Juli 1914.) 


Seitdem Abderhalden durch seine Methoden zum Nach- 
weise proteolytischer Fermente der Serumforschung neue Ge- 
sichtspunkte gegeben hat, haben sich eine groBe Reihe Forscher 
mit diesen Gebieten beschaftigt, die angegebenen Methoden 
selbst einer genauen Nachpriifung unterzogen, Fehlerquellen 
aufgedeckt und ihre Zuverlissigkeit an groBen Versuchsreihen 
erprobt, sowie die theoretischen Voraussetzungen einer Kritik 
unterzogen. Der Streit iiber die verschiedenen Fragen ist auch 
heute noch nicht entschieden. 

Da verschiedene Forscher iiber unspezifische Resultate 
berichten und daher der Methode jeden klinischen Wert ab- 
sprechen mit dem Hinweis darauf, da8 unspezifische quantita- 
tive Differenzen im Fermentgehalt vorligen, sollte auf Ver- 
anlassung von Dr. Frankel, hier durch Paralleluntersuchungen 
festgestellt werden, inwieweit bei positiver Abderhaldenreaktion 
auch eine Steigerung sonstiger proteolytischer Fermente oder 
Antifermente im Serum nachweisbar war. Die Arbeit stellt 
also eine Erginzung der friiheren, meist mit dem Dialysier- 
verfahren angestellten Untersuchungen aus der serologischen Ab- 
teilung des Krebsinstitutes dar, iiber deren Resultate Deetjen, 
Frankel, Halpern,Gumpertz und andere in friiheren Arbeiten 
berichtet haben. Ich kann deshalb hier auf diese Arbeiten ver- 
weisen, sowie auf das reichhaltige Literaturverzeichnis, das 
Abderhalden in seinem Buche iiber die Abwehrfermente gibt. 

Mit der optischen Methode hat insbesondere bei Graviditét Riib- 
samen gute Erfolge zu verzeichnen, indem er unter 62 Versuchen kein 


Fehlresultat erhielt, also mit Abderhaldens Ergebnissen ganz iiberein- 
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stimmt, das Dialysierverfahren wandte er 94mal an und hatte ebenso 
glinzende Resultate. Zwei Carcinomsera und ein mannliches Serum er- 
gaben mit Placenta keine positive Reaktion. Anders berichten Freund 
und Brahm iiber die optische Methode und ihren Vergleich mit dem 
Ausfall der Ninhydrinreaktion. Unter 134 Fillen deckte sich das Er- 
gebnis der Polarisation 97 mal mit dem klinischen Befund und unter 
99 Kochproben 66 mal. Diese Forscher geben den verschiedenen Pep- 
tonen die Schuld fiir die Versager, die mit verschiedenen Seren ungleich- 
maBig schnell reagieren sollen. AuBerdem empfehlen sie, die Drehung 
lingere Zeit zu verfolgen, da oft erst nach 48 Stunden ein geringer Ab- 
bau nachweisbar sei. 11 Sera anderten schon allein in der Serumkon- 
trolle ihre Drehung um 0,05 bis 0,07°. Beiden mit beiden Methoden 
verglichenen 92 Seren fanden sie 61 mal Ubereinstimmung. Auch spitere 
Untersuchungen brachteu ihnen keine besseren Resultate. 

Kjaergaard hat mit der optischen Methode auch keine spezifi- 
schen Erfolge sehen kénnen. Er fand schon mit dem Serum von Nor- 
malen, Nichtgraviden Drehungen von 0,03 bis 0,04° in 24 Stunden. Er 
moéchte Drehungen von 0,05° nicht fiir Fehler halten, sondern fiir den 
Ausdruck von Anwesenheit peptolytischer Fermente in jedem Serum. 
Interessant ist auch bei diesem Autor, daB bei Frauen 1 bis 2 Tage vor 
der Menstruation im Polarisationsrohr Werte abgelesen werden konnten, 
die an der Grenze 0,05° und dariiber lagen, die aber wieder absanken, 
wenn man 10 Tage postmenstruell untersuchte. 

Neuerdings haben Thar und Kotschneff &hnliche unspezifische 
Resultate erzielt. Einerseits beobachteten sie unter 20 Gravidenseren 
14 mal Drehungen von mehr als 0,05°,.6 mal weniger, andererseits sahen 
sie bei 6 Normalen 3, die 0,05° und dariiber drehten, 2 mit 0,04° und 1 
mit 0,03° Drehungsinderung. Im Eisschrank bemerkten sie keine Ande- 
rung der Anfangsdrehung, mit Seidenpepton drehten 2 um 0,03°. 

Da unser Institut im Besitze eines ausreichenden Polarisations- 
apparates ist, so sollte einerseits die Brauchbarkeit der optischen Methode 
festgestellt werden, vor allem aber andererseits die bei uns erhaltenen 
Resultate der Dialysiermethode mit der optischen verglichen und da- 
neben andere Fermentmethoden zum Vergleich mit der Abderhalden- 
schen Reaktion herangezogen werden. 

Zunachst mochte ich die mit dem optischen Verfahren ge- 
wonnenen Resultate mitteilen. 

Ich hielt mich bei der Bereitung der Peptone an die Vor- 
schriften Abderhaldens, wie sie insbesondere in den , Abwehr- 
fermenten“ 3. Aufl. 1913 mitgeteilt sind. Zur Verarbeitung 
wurden uns aus der hiesigen Frauenklinik Placenten freund- 
lichst zur Verfiigung gestellt, ebenso Carcinome und tuberku- 
lése Lungen aus dem pathologischen Institut. Die Placenten 
wurden méglichst bald nach der Geburt von den Eihauten be- 


freit, dann innerhalb eines Haarsiebes mit den Fingern in 
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kleine Stiicke zerdriickt, waihrend das Sieb in einer Emailschale 
mit Wasser stand. Hierdurch wurde erreicht, daB die GefaB- 
biume, die beseitigt werden sollen, méglichst bis zu den kleinsten 
Asten zusammenbleiben, was bei Zerschneiden nicht geschieht. 
Durch Zerdriicken mit den Fingern werden die Zotten schon 
in groBer Anzahl von den GefaiSbiumen abgerissen, bleiben 
aber in dem Haarsieb zuriick, und sind als das eigentliche 
spezifische Substrat verwendbar. Auf diesen Punkt macht 
Lange bei seinen exakten Arbeiten besonders aufmerksam, der 
betont, daB man nicht etwa in offenem GefaB unter flieBendem 
Wasser die feinen Teilchen fortschwemmen darf. Auf die ge- 
schilderte Weise lassen sich die Stiicke auch schnell und leicht 
von den Blutkoagula befreien. Unter mehrfachem Wechseln 
des Wassers in der Waschschiissel, in die das Haarsieb hinein- 
gestellt wurde, suchte ich die GefaiSbaiume heraus, streifte von 
ihnen mit den Fingern die Zotten méglichst herunter, entfernte 
auch noch eventuelle Blutkoagula und dunkle Gewebstiicke, 
sowie die feinsten GefaBenden, die noch einigermaBen sichtbar 
waren, bis das Ganze eine gleichmaBige, rosafarbene Masse 
bildete. Dieser Brei wurde zuletzt in einer Flasche mit phy- 
siologischer Kochsalzlésung eine halbe bis ganze Stunde lang 
in der Schiittelmaschine geschiittelt, abgegossen und nochmals 
mit neuer Kochsalzlésung geschiittelt. So erreichte ich bei dem 
Arbeiten der letzten Zeit, daB in relativer Kiirze der Placenta- 
brei schneeweiB wurde. Im Anfang der Herstellung gelang es 
oft erst bei vielstiindigem Aussuchen nur der feinsten Zotten, 
eine gleichmaBige einigermaBen weiBe Masse zu bekommen, wo- 
bei naturgeméB wenig Material iibrigblieb. 

Dieser Brei wurde dann nach Aufkochen und Ausdriicken 
zwischen FlieBpapier mit der dreifachen Menge 70°), iger Schwefel- 
siure versetzt und genau drei Tage stehen gelassen, dann mit 
der 10fachen Menge destilliertem Wasser unter Eiskiihlung ver- 
diinnt und méglichst schnell mit Bariumhydrat neutralisiert. 
Diese MaBnahme nimmt viel Zeit in Anspruch, da die Neutrali- 
sation peinlichst genau sein soll. Um Fiaulnis zu verhiiten, 
wurde alles mit Toluol versetzt. Das Einengen der filtrierten 
Lésung des Hydrolysats ging bei 40° unter vermindertem Druck 
vor sich, bis aus dem Ganzen ein gelblicher, sirupdser Riick- 
stand verblieb, der in heiBem Methylalkohol aufgenommen 
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und durch ein Filter in eiskaltem Athylalkohol ausgefallt wurde. 
Nachdem sich der Niederschlag, der das Pepton darstellt, ab- 
gesetzt hatte, wurde dieser zentrifugiert, nicht filtriert, weil bei 
letzterem Verfahren immer ein Teil in den Filterporen zuriick- 
bleibt, und das Material leicht durch die Fasern des Filters 
nach dem Trocknen verunreinigt wird. Der zentrifugierte 
Niederschlag wurde im Vakuumexsiccator getrocknet. Leider 
entspricht die resultierende Menge Peptons nur wenig der auf- 
gewendeten Zeit und Miihe, denn aus einer Placenta — und 
ich habe deren 12 verarbeitet — erhielt ich ca. */, g Pepton- 
pulver, das in 5°/,iger Lésung fiir gerade 5 Untersuchungen 
reicht. 

Fiir Carcinompepton verarbeitete ich Carcinome verschie- 
dener Herkunft. Von 2 Magencarcinomen konnte ich die sehr 
reichlichen Lebermetastasen, die z. T. faustgroBe Stiicke bildeten, 
verwenden, dann ein primares Lebercarcinom. Die Krebs- 
stiicke wurden sorgfaltig herausgeschnitten und von Bindege- 
webe und BlutgefaiBen befreit, fein zerkleinert, gewassert und 
ebenso behandelt wie die Placenta. Die sehr hochgradig ver- 
anderte Lunge wurde von Bindegewebe und gesunden Partien 
soweit mikroskopisch tiberhaupt méglich befreit und nach Wisse- 
rung genau wie die anderen Gewebe verarbeitet. Die sorg- 
faltige Reinigung des Materials von Blut und Bindegewebe ge- 
schieht von der Uberlegung aus, daB nur ganz spezifisches 
OrganeiweiB zur Fahndung auf spezifische Fermente benutzt 
werden kann. Bindegewebe und Erythrocyten werden bei ver- 
schiedenen Erkrankungen eingeschmolzen und beseitigt, so bei 
Tuberkulose, Carcinom, Entziindungen, Himatomen u.a. Die 
Richtigkeit der Annahme von spezifischen Fermenten voraus- 
gesetzt, wiirden dann nennenswert blut- und bindegewebhaltige 
Substrate von allen diesen Seren abgebaut werden kénnen. Das 
spezifische Substrat, das ,blutfremd* im Blute zur Bildung bzw. 
Mobilisierung von darauf eingestellten Fermenten AnlaB geben 
soll, sind bei der Placenta die Zotten, die vom Ei ausgehen, 
bei Carcinom die Krebszellen und -nester, bei der Tuberkulose 
der Lunge die Tuberkel, die verkasten Herde und die nachste 
Umgebung von Kavernen. 

Eine véllige Isolierung des spezifischen Materials ist bei 
keinem der drei genannten Substrate méglich. Am _ reinsten 
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vielleicht noch bei dem Placentargewebe, aber auch dabei sind 
die kleinsten GefaiBenden, die den Zotten benachbart sind, von 
den Zotten selbst schwer oder gar nicht zu trennen. Bei der 
Bereitung des Materials zur optischen Methode kommt nun ein 
geringer Bestand an unspezifischen Stoffen weniger in Betracht 
als bei dem Dialysierverfahren. Denn bei diesem, wo nur ein 
kleiner, mit der Pinzette faBbarer Teil von */, bis 1 g zu der 
Serummenge gesetzt wird, ist es naturgemaéB von Bedeutung, 
ob einmal ein Quantum mit viel Zotten und wenig Bindegewebe 
oder ein andermal Material in umgekehrtem Verhiltnis zu- 
gefiigt wird. Je nach diesen Mengenverhiltnissen kann der 
Ausfall der Reaktion verschieden sein. Erst neuerdings haben 
Flatow und Kjaergaard auf willkiirlichen Ausfall der Re- 
aktion durch Variieren der Organmengen hingewiessn. 

Bei der Peptondarstellung tritt eine gleichmaBige Durch- 
mischung des gesamten Materials ein, so daB zu jedem Versuch 
stets die gleiche Menge spezifischen Substrats verwandt wird. 
Dieses mu nur so stark vertreten sein, daB es eine Drehungs- 
anderung zu geben vermag, wahrend der Bindegewebe- und 
Blutanteil unter dieser Schwelle bleiben muB. Eine wichtige 
Fehlerquelle des Dialysierverfahrens verliert also bei der opti- 
schen Methode etwas an Bedeutung. 

Bei meinen Versuchen mischte ich im Reagensglas 1 ccm 
der 5°/,igen Peptonlésung mit 1ccm Serum und 0,4 bzw. 
0,2 cem steriler physiologischer Kochsalzlésung und fiillte diese 
Mischung in ein kurzes Polarisationsrohr mit Wassermantel 
(nach Abderhalden). Das Serum wurde steril entnommen 
und jedesmal auf Hamoglobin spektroskopisch untersucht. Nur 
haimoglobinfreies Serum wurde verwendet. AuBerdem kann 
zum Polarisieren nur absolut klares und helles Serum genommen 
werden, da sonst das Ablesen unméglich oder schwierig und 
ungenau ist. Dieser Punkt scheint mir die Verwendungs- 
moglichkeit der Methode in der Praxis erheblich einzuschranken, 
da es oft nicht médglich ist, brauchbares Serum zu erhalten. 
Die beschickten Réhrchen kamen in den Brutschrank von 37° 
und wurden erstmalig nach */, bis 1 Stunde untersucht. Unser 
Halbschattenapparat (“Schmidt und Hiansch-Berlin) gestattet 
Ablesungen von 0,01°, entspricht also den Bedingungen, die 
zur Vornahme der Untersuchungen von Abderhalden ge- 
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stellt werden. Da der Apparat auBerdem im Brutschrank- 
zimmer aufgestellt ist, das durchschnittlich eine Temperatur 
von 32 bis 35° besitzt, so diirfte ein Fehler durch Abkiihlung 
des dem Brutschrank entnommenen Roéhrchens bei der Unter- 
suchung nicht sehr in Frage kommen. Aus den LEinzel- 
ablesungen, deren Differenzen meistens nicht mehr als 0,02 bis 
0,03° betrugen, wurde das Mittel gezogen; allerdings kam es 
auch z. B. bei sehr gelb gefarbten Seren vor, daB die Schwan- 
kungen der Einzelablesungen gréBer waren. Trotz reichlicher 
Ubung waren manchmal auch die aus den Durschschnitten 
gewonnenen Ablesungen ungenau und auseinanderliegend, ohne 
daB in der Serum-Peptonmischung ein Grund gefunden werden 
konnte. Es spielen da jedenfalls im subjektiven Befinden des 
Untersuchers liegende Umstinde mit, Wechsel in Dunkeladap- 
tionsfahigkeit, zufallige Blendung, Indispositionen u. a. Da das 
Arbeiten am Polarisationsapparat eine erhebliche Anstrengung 
des Auges bedeutet, um die geringen Helligkeitsunterschiede 
des Halbschattenfeldes zu erkennen, so wird sich dieser Faktor 
als Fehlerquelle nicht ausschalten lassen. 

Die Ablesungen erfolgten nach der erstmaligen Entnahme an- 
fangs alle 2 bis 3 Stunden, im allgemeinen ca. 24 Stunden lang, in 
Fallen jedoch, die dann an der Grenze eines positiven Ausschlags, 
der von Abderhalden auf eine Drehungsanderung von 0,05° an- 
gegeben wird, lagen, wurde auch linger untersucht. Es war 
dann aber bei einer Anzahl von Seren ein Fortschreiten der 
Drehungsaénderung auch mit unspezifischem Substrat nachzu- 
weisen. Dies entspriche den Befunden von Kjaergaard, der 
eine spezifische Anderung nur als Steigerung eines allgemein 
proteolytischen Vermégens ansieht, das bei geniigend langer 
Beobachtung oft gefunden werden kann. Bei normalem Serum 
war auch nach dreitiigigem Beobachten keine Anderung zu be- 
merken. Serumkontrollen von in der Peptonmischung drehen- 
den Seren dnderten sich nie, mit Ausnahme eines Serums, das 
die Drehung um 0,03° anderte, ebenso auch nicht die Pepton- 
losung allein. Inaktivierte Sera zeigten mit derselben Pepton- 
mischung eine starkere Anfangsdrehung als die aktiven, was 
den Untersuchungen von MieBner und Immisch entspricht. 
In den ersten 4 bis 6 Stunden war meist keine Anderung zu 
bemerken, diese setzte erst nach 6 bis 12 Stunden ein und er- 
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reichte ihren tiefsten Punkt nach ca. 20 bis 22 oder 24 Stun- 
den, um dann manchmal wieder anzusteigen. Wenn Triibungen 
auftraten, wie es trotz peinlichst sterilen Arbeitens dfter vor- 
kam und diese sich spiter absetzten, so war meist eine stirkere 
Drehungsanderung eingetreten und beim Umschiitteln zeigten 
sich Pracipitate. Solche Drehungsanderungen, die vielleicht auf 
bakterielle Zersetzung zuriickzufiihren sind, zu verwerten, diirfte 
nicht gut angehen, diese Sera sind im Gegensatz zu Freund 
und Brahm von der Beurteilung auszuschlieBen. 























Tabelle I. 

(Zusammenstellung der Ergebnisse der optischen Methode nach Substraten.) 
Nr. Diagnose “ow Carcinom | Placenta 
1755 Tuberk. pulm. incip. 0,05 | 
1775 Mediastinaltumor 0,00 
1815 Sarcoma femoris 0,04 | 
1814 Prostatacarcinom 0,00 | 
1833 Atherosklerose 0,00 
1825 normal 0,02 
1849 Care. uteri 0,06 
1877 Metropathia climact. 0,12 
1884 Care. oesophagi 0,02 
1904 Tuberc. pulmon. 0,03 
1905 do. 0,00 
106 do. 0,00 
127 Graviditat 9 Monate 0,06 | 0,05 
163 ” g.- 2 0,01 | 0,02 
157 Care. ventric. 0,00 =| 
188 Angina, ulcera 0,00 0,00 =| 
205 Care. recti recid. 0,00 0,07 | 0,08 
212 Lebercarcinom 0,05 0,07 | 
230 normal 0,00 0,00 | O01 
222 Lebercarcinom 0,06 | 0,00 
255 Epitheliome 0,05 | 0,06 
280 Care. linguae 0,00 | 0,02 
303 Graviditaét 9 Monate 0,00 | 
309 Affectio apic. 0,08 0,02 | 
340 Graviditit 9 Monate | 0,10 
351 Care. vulvae 0,01 0,08 | 
387 Abortus 2 Monate 0,03 | 0,06 


In der Tabelle I sind neben der klinischen Diagnose in 
den drei Rubriken die drei Peptonarten verzeichnet, die zur 
Untersuchung kamen. In der ersten Reihe sind die Resultate 
mit tuberkuléser Lunge, in der zweiten mit Carcinom und in 
der dritten mit Placenta eingetragen. Aus der Tabelle geht 
hervor, daB eine Anzahl Sera nicht mit homologem Pepton un- 
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tersucht werden konnte. Unter den angefiihrten 27 Seren sind 
16 mit homologem Pepton untersucht, zwei normale mit 1 bzw. 
3 Substraten, auBerdem 6 mit heterologem Material und 3 mit 
klinischen Erkrankungen ohne Beziehung zu einem der drei 
vorgelegten Peptone. Bei den 16 ersteren fand ich bei 
10 Patientenseren mit dem entsprechenden Pepton einen 
Drehungsausschlag um mindestens 0,05°, was als positiv zu be- 
zeichnen ware, die andern 6 lagen unter dieser Grenze. Die 
beiden Normalsera wiesen keine oder nur ganz geringe Unter- 
schiede auf und bildeten so eine Kontrolle dafiir, daB die 
Peptonlésungen nicht schon fiir sich mit einem Serum ihre 
Drehung anderten. Die Seren von Arteriosklerose und Angina 
(Nr. 1823 und 188) zeigten ebenfalls keine Anderung ihrer An- 
fangsdrehung, dagegen hatte das Serum der Patientin Nr. 1877 
einen starken Ausschlag mit Lungenmaterial: der klinische 
Lungenbefund zeigte iiber der rechten Spitze eine breite deut- 
liche Dampfung und hauchendes Exspirium. 

Unter den 8 positiven, mehrfach untersuchten Seren wiesen 
drei (Nr. 127, 212 und 255) auch mit anderem Pepton posi- 
tive Drehungen auf. Weder war bei Serum 127 und 212 
klinisch eine Lungentuberkulose, noch bei 255 eine Graviditat 
vorhanden. Hier ist der Ausschlag also unspezifisch. Unter 
den 6 mit heterologischem Material untersuchten Seren reagierte 
eins (1849) mit Lungenpepton positiv, die Spenderin hatte auch 
iiber der linken Lunge klinisch nachweisbare Erscheinungen 
(nichtklingendes Rasseln), waihrend die anderen ohne Lungen- 
erscheinungen waren. 

Ich konnte also bei meinen Versuchen die guten 
Erfolge Abderhaldens und anderer nicht erzielen, in- 
dem von den 27Seren 21 dem klinischen Befund ent- 
sprachen und 6 nicht. 


Auch Abderhalden stellt es des dfteren als wiinschens- 
wert hin, daB die Resultate beider Methoden verglichen werden 
sollen, um so Kontrollen fiir die Richtigkeit sowohl der Metho- 
den als auch ihrer Voraussetzungen zu erhalten; deshalb war 
es interessant, die von mir erhaltenen Ausschlage an dem gleich- 
zeitig in unserem Institut vorgenommenen Dialysierverfahren 
zu messen. Es sei hervorgehoben, 'daB bei diesem letzteren 
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die Vorschriften Abderhaldens peinlichst genau befolgt wurden, 
daB die Organe insbesondere sorgfaltigst zubereitet und in den 
Kontrollen, die stets mitgefiihrt wurden, nie die Ninhydrin- 
reaktion ergaben. Die Dialysate wurden immer sowohl in ge- 
wohnlichen Reagensglasern als auch in solchen aus Jenaer Glas 
angesetzt. Nach den Ergebnissen von Deetjen und Frinkel 
aus unserem Institut sind die Glasarten von Bedeutung und 
Abderhalden hat auch in seiner neuesten Ausgabe die Ver- 
wendung von Jenaer Rohrchen anerkannt und empfohlen. Ich 
benutzte von den Resultaten der Dialysierproben die mit 
Jenenser Glas erhaltenen, die mir von Dr. Frankel zur Ver- 
fiigung gestellt wurden. 

Da wir nur relativ selten Seren in solcher Menge zur Ver- 
fiigung haben, daB beide Methoden mit entsprechenden Kon- 
trollen angesetzt werden kénnen, so bin ich leider nicht in 
der Lage, eine groBere Anzahl Seren gegeniiberzustellen, es ist 
deshalb Zufall, da8 unter den gleichzeitig untersuchten die 
Mehrzahl von Seren negative Resultate gab. Der Ausfall der 
Dialysiermethode war mir im allgemeinen vor den Ablesungen 
nicht bekannt. 





























Tabelle II. 
Vergleich der optischen mit der Dialysiermethode. 
, Tuberkulése 

Nr. Dingeme Carcinom Placenta Lunge 

oO | D | o | D | o | D. 
1904 Tbe. pulmon. | —- | + 
1905 do. | =e 4 
163 | Graviditaét 8 Monate ‘awe ~~ i a 
157 Care. ventric. o. fide | 
188 Angina, ulcera - | —-— es + 
205 Care. recti + | - ce. iss me 
212 Lebercarcinom + | - oe oe 
230 normal —- | —- oo fan ES hav 
222 Lebercarcinom + | - wid ae 
255 Epitheliom + | + | 
280 Care. ling. — | + ~ . 
303 | Graviditaét 9 Monate a iy 
309 Affect. apic. - |= + + 
340 | Graviditét 9 Monate + | + 
351 Care. vulvae + | + | — = 
387 Abortus 2 Monate —- | — + + 





In der Tabelle bedeutet -+- das Auftreten eines bliéulichen 
Farbtones verschiedener Intensitat beim Kochen des Dialysates 
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und eine Drehungsaénderung von 0,05° und dariiber beim Polari- 
sieren, + eine ganz geringe Farbeninderung ohne ausgesprochen 
blaulich zu sein, bzw. bei dem Serum 212 ein Schwanken der 
Ablesungen um 0,05° durch eine schon im Beginn vorhanden 
gewesene geringe Triibung, die das Ablesen sehr erschwerte, 
so daB diese Drehungsinderung vielleicht nur Ablesungsfehler 
ist, — bedeutet des Fehlen irgendeines Farbtones und Drehungs- 
ainderung einschlieBlich der innerhalb der Fehlergrenzen liegen- 
den Anderungen bis zu 0,04°. Jede der drei Rubriken: Car- 
cinom-, Placenten- und tuberkuléses Lungensubstrat enthalt im 
Falle der doppelten Untersuchung links, in der Spalte O., das 
Resultat der optischen und rechts, in der Spalte D., das der 
Ninhydrinreaktion. Die angefiihrten 16 Seren zeigen 28 Einzel- 
untersuchungen. Unter diesen entsprechen 20mal beide Me- 
thoden sich vollig, 3mal ist die optische negativ, wahrend das 
Dialysierverfahren einen zweifelhaften Ausfall zeigt. AuBerdem 
waren 5mal die Resultate verschieden; bei 2 Lungentuberkulosen 
zeigte das Dialysierverfahren mit entsprechendem Antigen einen 
fermentativen Abbau, wahrend beim Polarisieren keine Drehungs- 
ainderung erfolgte, und 3mal waren Drehungsaénderungen nach- 
zuweisen, wahrend das Kochverfahren bei sicherem Carcinom 
versagte. 

Sieht man sich die Tabelle auf die homologen Substrate 
der einzelnen Seren an, die nur einmal nicht angewendet wurden, 
so ergibt sich, da8 unter 15 Seren 8mal gleichlautende 
Ergebnisse, von denen 7 mit dem klinischen Befund 
harmonieren undi1 nicht, und 7mal verschiedene Aus- 
schlage erzielt wurden. Alle Substrate zusammengenommen 
entsprachen 19 unter den 20 gleichlautenden Resultaten der 


klinischen Diagnose. 


Vor kurzem riet Abderhalden im Anschlu8 an das Ver- 
fahren Griitzners, die proteolytischen Fahigkeiten neben den 
genannten zwei Methoden durch Verwendung gefarbter Organ- 
stiicke zu priifen. Griitzner hatte zum Nachweis von Pepsin 
carmingefarbte Fibrinflocken verwandt. Je nach der Starke 
der aufgelésten Farbe, die auf eine Verdauung des Fibrins 
deutete, konnte die proteolytische Kraft der untersuchten Lésung 
und auch der antitryptischen Wirkung des Blutserums abgelesen 
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werden. Abderhalden schlug vorlaufig vor, die genau wie 
zum Dialysierverfahren vorbereiteten Organstiicke in einer am- 
moniakalischen Carminlésung 24 bis 48 Stunden zu farben und 
dann griindlich auszuwaschen, bis kein Farbstoff mehr an das 
Waschwasser abgegeben wurde. Einige Teilchen, ca. */, bis 1 g, 
werden dann in kleinen Reagensglasern mit 1 bis 2 com Serum 
und Toluol beschickt in den Brutschrank gestellt und beobachtet, 
ob das Serum gerétet wird, was auf einen fermentativen Abbau 
schlieBen lassen diirfte. Bei meinen Versuchen, die allerdings 
nur eine geringe Anzahl Seren umfaBten, konnte ich 6fters 
sehen, daB auch Nichtgravidensera das gefirbte Placentagewebe 
angriffen und den Farbstoff herauszogen, so da das Serum rot 
wurde, waihrend andererseits Gravidenserum keine oder geringe 
Rétung zeigte. Wie auch Abderhalden selbst sagt, ist die 
rote Carminlésung nicht ganz geeignet, da der Farbstoff zu 
leicht auch ohne ,,Abbau“ abgegeben wird, und er empfiehlt 
die Versuche auch mit anderen Farben, z. B. Spritblau, die ich 
nicht weiter verfolgt habe. 

Dagegen versuchte ich einen anderen Weg zum Nachweise 
und bequemen Registrieren von Fermentwirkungen, angeregt 
durch die schon seit langem gebrauchte Plattenmethode zum 
Nachweise antiproteolytischer Fermente und insbesondere durch 
die Farbplattenmodifikation von Kantorowicz und eine andere 
von Brieger und Schwalm. Da diese Methoden den Vorzug 
groBer Einfachheit haben und leicht objektiv registrierbar sind, 
suchte ich ,,spezifische Platten“ herzustellen. Peptonlésungen, 
wie ich sie zur optischen Methode brauchte, waren wohl ge- 
eignet gewesen, waren aber zu kostspielig zu den Versuchen. 
Gelatineplatten sind nicht brauchbar, da sie keine Brutschrank- 
temperatur aushalten und andererseits selbst ein unspezifisches 
Substrat fiir im Serum enthaltene gelatinolytische Fermente 
darstellen. Ich nahm daher Agar, von dem nur ganz geringe 
Zusaétze nétig sind, um eine erstarrende Schicht zu bilden. Um 
Placentareiwei8 zu bekommen, wusch ich eine Placenta schnell 
méglichst blutfrei, zerkleinerte sie und lie8 sie mit physiologischer 
Kochsalzlésung iiber Nacht stehen. So ging fast alles Blut in 
Lésung, allerdings auch etwas EiweiB. Dieses Wasser benutzte 
ich nicht, sondern erst die nochmals auf das Placentagewebe 
gegossene Kochsalzlésung, die dann mehrere Tage stehen blieb. 
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Wenn ja auch ein Teil des EiweiBes so der Autolyse verfallt, 
so geht doch ein Teil in Lésung. Das Filtrat betrug ungefiahr 
2 Liter, dieses wurde im Vakuum bei ca. 40° auf 200 ccm ein- 
geengt. Von dieser Lésung wurden 15 ccm im Wasserbade auf 
45° gebracht und erhalten, wihrend vorher Agar (2°/,) durch 
Erhitzen auf 98 bis 100° verfliissigt wurde und ebenfalls bei 45° 
erhalten, wo es noch fliissig ist. 5 ccm hiervon wurden dann 
mit den 15 ccm EiweiBlésung versetzt und nach Hinzufiigen 
von mehreren Tropfen Karbolfuchsinlésung in heiSem Trichter 
durch etwas Watte filtriert. Diese Mischung wurde dann auf 
vorher iiber einer Flamme erwarmte Glasplatten gegossen und 
mit einem Stéckchen gleichmaBig verteilt, horizontal gehalten, 
bis es zu erstarren beginnt. Man hat so gleichmaBig gefarbte 
Farbplatten, die in einer feuchten Kammer aufbewahrt und 
kurze Zeit erhalten werden kénnen. Wenn nach ca. 1 Tag 
die Oberfliche etwas angetrocknet war, brachte ich von ver- 
schiedenen Verdiinnungen eines Serums je einen Tropfen auf 
die Platte, einen Kochsalztropfen zur Kontrolle, und konnte so 
sehen, wie weit noch eine Aufhellung durch den Tropfen be- 
wirkt war. Nach ca. 4 Stunden im Brutschrank legte ich die 
Platte in ein GefaB kalten Wassers, um die Fliissigkeitstropfen 
abzuspiilen. Ich ging von der Annahme aus, da das Serum 
die PlacentareiweiBschicht mittels der Fermente auflésen und 
dadurch die Farbe freimachen wiirde. Durch Unterlegen eines 
lichtempfindlichen Papiers lieB sich die Wirkung nach dem Vor- 
gang Kantorowicz’ anschaulich machen und registrieren. Uber 
die Brauchbarkeit dieser Methode laBt sich ein Urteil noch nicht 
fallen, da die Zahl der Untersuchungen noch zu gering ist und 
ich mit Verbesserungen noch beschaftigt bin. Jedenfalls zeigte 
ein Gravidenserum nach */,stiindiger Erwirmung bei 60° einen 
deutlichen Unterschied gegeniiber dem frischen Serum. 


Es war sodann die Frage zu untersuchen, ob etwa ein 
positiver Ausfall einer der erwihnten Abderhaldenschen Me- 
thoden auch mit einer Steigerung von anderen unspezifischen 
proteolytischen oder antiproteolytischen Eigenschaften einher- 
ginge, so daB man die Reaktion ganz oder zum Teil auf solche 
zurickfiihren kénne. Zu diesen Untersuchungen benutzte ich 
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einerseits die von Neubauer und Fischer angegebene Glycyl- 
tryptophanmethode, andererseits die gebraiuchlichen Antitrypsin- 
bestimmungsverfahren. 


Neubauer und Fischer fanden im Magensaft von Krebskranken 
ein Ferment, das fahig war, das Dipeptid Glycyltryptophan in seine 
Komponenten zu zerlegen und das entstandene Tryptophan nachzuweisen. 
Lenk und Pollak untersuchten Blutserum auf dasselbe Ferment. Hal - 
pern u. a. priften diese Verfahren nach und fanden dieses Ferment bei 
den verschiedensten Erkrankungen ohne RegelmaBigkeit, so daB sie 
dieser Methode jeglichen Wert absprechen. Die Versuchsanordnung ist 
derart, daB verschiedene Verdiinnungen des Serums mit je 0,5 ccm einer 
0,4°/,igen Glycyltryptophanlésung, die uns freundlichst von Kalle & 
Co., Biebrich, zur Verfiigung gestellt wurde, und einigen Tropfen Toluol 
auf 4 Stunden in den Brutschrank von 37° kommen, dann mit 2 bis 
3 Tropfen einer 5°/,igen Essigsiure angesiuert und tropfenweise mit 
einer halbgesattigten Chlorkalklésung versetzt werden, bis die Farbung 
nicht mehr zunimmt. Bei Anwesenheit von freiem Tryptophan tritt 
eine Rosafirbung auf. Das freie Tryptophan ist durch fermentative 
Zerlegung des Dipeptids entstanden. 

Mandelbaum hatte bei seinen Untersuchungen gefunden, daS 
dieses Ferment bei einer Brutschranktemperatur von 56° in einer Stunde 
besser wirke. Ich konnte dies nicht beobachten, sah vielmehr, wie auch 
Saxl bemerkt, daB eine Erwirmung bei 56° die fermentative Kraft nicht 
immer zerstért, sie oft schidigt und mitunter auch nicht beeinfluBt. 
Ebenso konnte ich auch in normalen oder sonstigen Seren bei langerem 
Verweilen im Brutschrank als Ausdruck einer Fermentwirkung eine deut- 
liche Reaktion auf Tryptophan konstatieren. Auch Saxls Untersuchungen 
hatten als Ergebnis der Formoltitrierung, da8 verdauende Fermente in 
normalem Blute reichlich vorkommen. Ferner wurde der fermentative 
Charakter dadurch wahrscheinlich gemacht, daB halbstiindiges Erwarmen 
auf 60° die Reaktion verhindert. 


Ich untersuchte 47 Seren mit dieser Methode, darunter 
neben normalen solche von verschiedenartigsten Krankheiten. 
Manche normalen Sera ergaben das Fehlen, andere das Vor- 
handensein des Fermentes. Carcinomsera waren zum Teil nega- 
tiv, zum Teil stark positiv; dieselben Schwankungen bei anderen 
Krankheiten. Jedenfalls war es nicht mdéglich, irgendeine Regel- 
maBigkeit im Ausfall dieser Methode im Blutserum festzustellen 
so daB ich mich Halpern anschlieBen muB, der ihr jeglichen 
diagnostischen Wert abspricht. 

Von besonderem Interesse war es indes, zu untersuchen, 
ob der Ausfall des Dialysierverfahrens dem der Glycyltrypto- 
phanprifung parallel geht. 
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Bei 38 Seren konnte ich die Resultate der Dialysiermethode 
erhalten: es zeigte sich keine Parallelitat im Ausfall 


beider Methoden. 
Tabelle III. 
(Vergleich der Tryptophanmethode mit dem Dialysierverfahren.) 





























Nr. Diagnose Abderh. | Nr. | Diagnose Abderh. 
1628} Menorrhag. Erbr. . | Plac. +] 1640]Carc. ventr. . . . .| Carc.+ 
1766 | Carc. mammae recid. | Carc. +] 1714] Wéchnerin 7. Tg. .| Plac. + 
1773] Care. ventric. . . .|Carc.+]1748|Carc. linguae . . .| Care. + 
1758] Submaxill. tumor .|Carc.+] 163]Graviditat ... .| Plac. — 
1759]|Carc. mammae . .|Care.+] 199}|Carc. mammae inop. | Care. ? 
1840} Carc. oesephagi . .|Carc.-++| 280]Carc. linguae . . .} Care. + 
212|Lebercarcinom. . .|Carc.—| 230}/normal ...... _ 

244 | Carc. mammae inop. | Carc.+] 262]Carc. ventric. . . .| Care. — 
351] Carc. vulvae. . . .|Care.+] 366] Dementia praec. . .| Carc. — 
383 | Carc. vaginae . . .|Carc.—| 384|Epitheliom ... .| Care. — 

stark positiv negativ 





In der vorstehenden Tabelle sind einerseits die Seren auf- 
gefiihrt, die nach meinen Protokollen stark positiv, andererseits 
die, welche negativ reagierten. Die schwach positiven oder 
zweifelhaften habe ich in dieser Tabelle fortgelassen; es erhellt 
aus dieser Zusammenstellung, da8 zwar mehrere mit dem Dialy- 
sierverfahren negativ reagierende Sera auch keine peptolytische 
Wirkung zeigten, daB aber eine genaue Ubereinstimmung im 
Ausfall der Reaktion nicht vorhanden war. Es diirfte also 
nicht angangig sein, den Ausfall der Ninhydrinreak- 
tion mit dem Fehlen oder Vermehrtsein dieser all- 
gemeinen unspezifischen Fermente in Zusammenhang 
zu bringen. 

Weil wir mit der Dialysiermethode nach proteolytischen 
Fermenten tryptischen Charakters fahnden, so war es besonders 
interessant zu untersuchen, ob das antitryptische Vermégen 
dieser Sera ein gleiches Verhalten zeigte. Mit den verschie- 
denen uns zur Verfiigung stehenden Methoden zum Nachweis 
des Antitrypsins im Serum ist durch Untersuchungen anderer 
Autoren festgestellt, daB dieses Ferment bei vielen Erkrankungen 
vermehrt ist, so bei Carcinom, Morbus Basedowii, Nephritis, 
Fieberkrankheiten, Frauenkrankheiten und auch in den drei 
ersten Wochen des Puerperiums (Rosenthal). Namentlich bei 
Carcinom hat man dem antitryptischen Titer besondere Be- 
achtung geschenkt, da dieser in sehr vielen Fallen gesteigert ist. 
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Zitronblatt, der bei 90°), seiner Fille eine Steigerung fand, be- 
obachtete keinen Zusammenhang mit der GréBe des Herdes. Pinkuss 
erhielt in 90 bis 94°/, positiven Ausschlag, wenn andere Erkrankungen, 
besonders Eiterungen, ausgeschaltet werden kénnen. Wenn auch bei 
Carcinom manchmal ein normaler Titer gefunden wird, so spricht doch 
bei Carcinomverdacht das Fehlen einer Steigerung gegen die Annahme 
eines bésartigen Tumors (Boekelmann und Simons, Waelli, Katzen- 
bogen). Bei Differentialdiagnose zwischen Carcinom und Sarkom spricht 
ein nicht erhéhter Titer gegen Carcinom, da er bei Sarkom gewohnlich 
in normalen Grenzen gefunden wird (Krym). Ziemlich iibereinstimmend 
fanden diese Untersucher auch, da8 die Antitrypsinbestimmung pro- 
gnostisch von Bedeutung ist, indem der Titer nach der Operation lang- 
sam abfaillt und auf der Norm bleibt, wahrend erneutes Ansteigen die 
Annahme von Metastasen wahrscheinlich macht, wie Brieger ausfiihr- 
lich bei einem Magencarcinomfall schildert, der iiber liangere Zeit regel- 
maBig auf Antitrypsin untersucht wurde. Man fand so nach der Operation 
erst Abfall, dann nach langer Zeit staffelférmiges Ansteigen bis zu hohen 
Werten. Durch die Sektion wurden reichliche Metastasen nachgewiesen. 

Bei Ausschlu8 von Tumoren und anderen Erkrankungen ist die 
Antitrypsinbestimmung auch fiir die Schwangerschaftsdiagnose verwert- 
bar, Besonders Rosenthal erwarmt sich sehr fiir diese Methode und 
schreibt ihr fast absolute Sicherheit zu, wenn man mehrere Unter- 
suchungen macht. Ein Héherwerden des Titers weist sicher auf Schwanger- 
schaft hin. Zu denselben Resultaten kamen Franz und Jarisch, 
v. Graff und Zubrzycky, Gammeltoft, der allerdings der Fuld- 
schen Caseinmethode fiir vergleichende Untersuchungen keinen Wert 
beimiBt, sich vielmehr der Formoltitrierung nach Sérensen bedient. 
Kine Erhéhung des antitryptischen Vermégens konnte dieser Autor bei 
graviden Kaninchen und Kiihen nicht nachweisen. Auch fiir die Dia- 
gnose bésartiger Geschwiilste bietet der antitryptische Titer bei Tieren 
keinen Anhaltspunkt, wenn er auch manchmal erhéht ist (Mello). Bei 
Pankreaserkrankungen untersuchte GroB das antitryptische Vermégen 
und fand, da8 die Methoden klinisch brauchbare Resultate liefern, ebenso 
Meyer, der beim Diabetes die Beziehungen zwischen Antitrypsin und 
Blutzuckergehalt priifte. Dieser Forscher stellte beim Adrenalindiabetes 
des Kaninchens keine Erhéhung des antitryptischen Vermégens, ja eine 
Verminderung fest, trotz gesteigerten Blutzuckergehaltes, und erklart dies 
durch Verminderung der Pankreassubstanz und dadurch des Trypsins. 

Wahrend Rosenthal die hemmende Wirkung bei der Caseinver- 
dauung nur auf die Anwesenheit der EiweiBabbauprodukte schiebt und 
das Antitrypsin fiir hitzebestindig und nicht spezifisch hilt, sind sich 
die meisten Forscher darin einig, da8 es ein echtes Antiferment dar- 
stellt, thermolabil, nicht diffusibel und streng auf tryptische Fermente 
eingestellt sei (Meyer, Kimmerer, Fresemann u.a.). Ich selbst 
kann bestitigen, daB halbstiindiges Erhitzen auf 60° die antifermentative 
Kraft aufhebt. Das Alter spielt nach meinen Beobachtungen ebenfalls 


eine Rolle, indem Serum, das iiber eine Woche im Eisschrank auf- 
Riochemische Zeitschrift Band 67. 20 
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bewahrt wurde, 6fters gar keine antitryptische Kraft mehr besaB. Diese 
Abnahme ist indes nicht immer wahrzunehmen; der Titer kann auch 
nach dieser Zeit dieselbe Héhe zeigen. 

Ich wandte zu meinen Untersuchungen zuerst die Casein- 
methode nach v. Bergmann und Meyer an, spater nur die 
Plattenmethode nach Markus, die infolge ihrer Einfachheit 
gute, eindeutige Resultate liefert. Da mir das Mischen des 
Serums mit der Trypsinlésung (Trypsin Merck) mittels der 
Platindse zu ungenau erschien, brachte ich in kleine Reagens- 
gliser aus einer Tropfpipette erst die Trypsinlésung von 1 bis 
10 Tropfen hinein, dann nach Reinigung mit derselben Pipette 
je einen Tropfen Serum in jedes Glas. Auf diese Weise laBt 
sich ein ganz gleiches Verhialtnis leicht erzielen. Aus jeder 
Mischung entnahm ich dann mit einer Platinése 3 bis 4 Proben 
und brachte sie auf die Léfflerplatte dicht nebeneinander. Auf 
diese Weise braucht man fiir jedes Serum nur eine Platte statt 
fiir jede Verdiinnung eine andere. Nach mehrstiindigem Auf- 
enthalt ist auf der Platte die Verdiinnung abzulesen, die noch 
gerade eine Vertiefung auf der Oberflache gemacht hat. Diese 
bestimmt den Titer. Fiir normale Seren fand ich so den Titer 
schwankend zwischen 3:1 und 6:1. Ob diese Schwankungen 
individuell verschieden sind oder sich nach dem angewandten 
Rinderserum richten, habe ich nicht weiter untersucht. Nach 
den Untersuchungen Giraults und Rubinsteins ist es nicht 
anzunehmen, dafB der Titer bei derselben Person erheblich 
schwankt, denn diese fanden ihn unbeeinfluBt von Hunger und 
Verdauung; ebenso beobachteten Remedi und Bolognesi 
keinen Unterschied im Antitrypsingehalt des arteriellen und 
vendsen Blutes, auch nicht zwischen dem Blute aus einer 
Magenader und dem peripherischen. Nur nach Mahlzeiten war 
mehr Antitrypsin in der Darmader als peripher. 

Bei meinen 38 untersuchten Fallen zeigte es sich eben- 
falls, daB bei den meisten Erkrankungen der antitryptische 
Titer erhéht war, sowohl bei bésartigen Geschwiilsten als auch 
bei Lungentuberkulose und bei Graviditét. Jedoch kann auch 
bei allen diesen Krankheiten der Titer normal sein, z. B. 8 mal 
unter 22 Carcinomfillen. 


Besondere Bedeutung gewinnen diese Resultate aber erst 
bei Vergleich mit dem Ausfall des Abderhaldenschen Dialysier- 
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verfahrens, den ich in der folgenden Tabelle fiir die Carcinom- 
fille zusammenstelle. 
Tabelle IV. 


(Vergleich des antitryptischen Titers mit dem Ausfall der Dialysiermethode.) 





| 




















4. ae <.. a4 4. a 

Nr.| Diagnose #32 24]Nr. Diagnose 32 24] Nr. Diagnose $2 38 

za) <2 EA <2 25) <8 
‘ 1640|Magencare. + | 120|1642 Care. faciei + | 90]1606 Lymphosark. |—| 110 Re 
a3 1645 Care. uteri ++, 1301652 Care. ventric.  ? | 140]1806|Epitheliom | 30 Se 
$2 )1757\Carc. mammae | + | 110]1655 Care. uteri + | 180 a pair aP way 

5% 1758Maxill. tum. | 4+ 120077 ) 1805 Care. ventric. _ 6:1 
1840'Care. oesoph. | + | 2:1] 205/Care. recti i— | The eg 
28 1738'Carc. mammae | + | 3:1] 199. Carc. mammae} ? | 9:1] 384 Epitheliom —| 8:1[88 
$3 1884'Care. oesoph. + | 8:1] 280 Care. linguae | + | 8:1] 383 Carc. vaginae | — | 6:1 38 
2% 244 Care. mammae | + | 9:1} 351 Care. vulvae + 12:1] 372\Care. mandib. | — | 7:1)2" 

8 385'Care. mammae — |10:1 


In die Tabelle habe ich nur die Carcinome aufgenommen, 
weil diese am zahlreichsten und einheitlichsten sind. In der 
ersten Rubrik stehen die mit der Dialysiermethode positiv 
reagierenden, in der Mitte die zweifelhaften und in der dritten 
die negativen. Neben der Bezeichnung fiir die Abderhalden- 
Methode stehen die erhaltenen Werte der Antitrypsinbestim- 
mung, und zwar ist der mit der Caseinmethode erhaltene Wert 
110 und darunter im Bereich des Normalen, mit der Platten- 
methode 6:1 noch normal vorkommend. Auch hier sieht 
man, daB zwischen dem Ausfall beider Methoden keine 
Ahnlichkeit besteht, da8 in allen Rubriken hohe und 
niedere Titer vorkommen. Unter diesen 22 Seren von 
Kranken mit bdésartigen Geschwiilsten ist nur ein Drittel mit 
der Dialysiermethode positiv, wahrend doch zwei Drittel einen 
erhéhten antitryptischen Titer zeigen, und von den anderen 8 
auch 5 an der oberen Grenze des Normalen stehen. 

Zum SchluB gebe ich eine Zusammenstellung der Sera, die 
mit den drei oder vier Methoden untersucht wurden: der opti- 
schen und Dialysiermethode, der Glycyltryptophanprobe und dem 
Antitrypsinversuch. Drei unter diesen 19 Seren zeigen gleichen 
positiven Ausschlag der angewandten Methoden, zwei gleichen 


We ics a 


negativen. Unter den sieben mit allen vier Methoden unter- 
suchten Fiillen sind auBerdem zwei mit entsprechenden drei 
’ Verfahren, wobei beidemal die Antitrypsinbestimmung entgegen- 
gesetzten Ausfall hatte. Die Verschiedenheiten der anderen 
gehen zur Geniige aus der Tabelle selbst hervor. 
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Tabelle V. 

Abder- | | antl 
Nr. Diagnose halden | Dialyse Glye. t oun 

opt. I | rypsin 
1640 | Magencarcinom | + | - erhéht 
1805 ” | - + normal 
1806 | Epitheliome . - | + ” 
1840 | Care. oesophagi | . | aoe “ 
199 | Carc. mammae inop. . | ? ; o— erhoht 
244] » “ “ , + | ++ | - 
366 | Dementia praec. . . . — | normal 
368 | Lupus vor 20 Jahren . - | + , 
372 | Care. mandibul. . . . - uz erhéht 
383 |Carc. vaginae ... . —_ | e+ normal 
384 | Epitheliome. ... . — - | erhoht 
385 |Carc.mammae... . — + + 
163 | Graviditét. . .... - - | — ” 
205 | Care. recti recid.. . . oa _ t+ ” 
Zou ;mOmmMOl . . wt te ts -- ~ - normal 
280 | Care. linguae H - + _ erhoht 
309 | Affectio apic. + + Li ” 
351 | Care. vulvae + + ie oe ” 
387 | Abortus 2 Mon. + + | + normal 


Auch aus dieser Gegeniiberstellung ersieht man, daB aller- 
dings gelegentlich ein gleichlautender Ausschlag aller ange- 
wandten Methoden zu bemerken ist, d.h, daB mitunter in 
den Seren einerhéhter proteolytischer Fermentgehalt 
und Antifermentgehalt neben den Abderhaldenschen 
Fermenten nachweisbar ist, daB aber von einer Paral- 
lelitat in ihrem Auftreten nicht gesprochen werden 
kann. 

Zusammenfassung. 

1. Die optische Methode lieferte mir nur in 21 von 27 
Fallen Resultate, die mit dem klinischen Befund harmonierten, 
mehrfach waren jedoch unspezifische Drehungen vorhanden. 

2. Die beiden Abderhaldenschen Methoden stimmten in 
20 von 28 Untersuchungen iiberein und entsprachen in 19 von 
diesen der klinischen Diagnose. 

3. Der Gehalt des Serums an peptolytischem Ferment, ge- 
prift an Glycyltryptophan, geht nicht parallel mit dem Aus- 
fall der Dialysiermethode, wenn auch manchmal beide Proben 
positiv oder negativ waren. 

4. Auch ein hoher antitryptischer Titer zeigte keine sichere 
Parallelitat mit dem Ausfall der Abderhalden-Reaktion, wenn 
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beide auch Ofters gleiches Resultat ergaben. Speziell war 
bei Carcinom weit haufiger ein erhéhter antitrypti- 
scher Titer nachzuweisen (unter 22 Fallen 14mal) als 
eine positive Abderhalden-Reaktion (7 mal). 

5. In wenigen Fiillen entsprachen sich alle vier Methoden 
und harmonierten mit dem klinischen Befund. 
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Die Ninhydrinreaktion der Peptone. 


Nachtrag zu der Arbeit von G. Halsen ,,Untersuchungen 
iiber Ferment- und Antifermentwirkung des Serums“. 


Von 
Ernst Frankel. 


(Eingegangen am 24. Juli 1914.) 


Es schien uns von Interesse, die Grenzkonzentration fest- 
zustellen, in der die verschiedenen Peptone die Ninhydrin- 
reaktion geben. Die folgende Tabelle gibt die positiven resp. 
negativen Grenzwerte an. 


Positiv Negativ 
Seidenpepton 1: 8000 1: 9000 
Witte-Pepton .. 1:500 (1:600-+) 1:700 
Placentarpepton (Héchst) 1: 2500 1: 8000 
Carcinompepton . . . 1:250 1: 300 
Tuberkulose-Lungen- -Pepton <. 1: 280 1: 340 
” II 1: 300 1: 400 


Wir ersehen daraus, wie sehr die Reaktionsfahigkeit der 
einzelnen Peptone voneinander abweicht. Man wird also in 
Fallen, wo ein Abbau des Substrates nur bis zu den Peptonen 
erfolgt ist, auBerordentlich wechselnde Resultate je nach dem 
Substrat erhalten miissen, und zwar viel mehr positive mit 
Placenta als mit Lungen- oder Carcinomsubstrat, und mehr 
positive mit Substrat von tuberkuléser Lunge als mit solchem 
von Carcinom, selbst wenn gleichstarke fermentative Krafte 
auf gleiche Substratmengen einwirken. Auch schwichere Fer- 
mentwirkungen werden also beim Abbau von Placentarsubstrat 
zu Pepton leichter in Erscheinung treten und den Schwellen- 
wert der Reaktion iiberschreiten kénnen als bei den anderen 
Substraten. Fiir die Faille, wo eine weitergehende Spaltung 
eintritt, besagt natiirlich der Befund weniger. Die Peptone 
wurden nach der Vorschrift von Abderhalden (8. voran- 
stehende Mitteilung von Halsen) hergestellt. Gekocht wurden 
die Proben bei der Bestimmung mit 1 ccm 0,2°/, Ninhydrin 
1 Minute iiber der Flamme in Jenenser Reagensrohrchen bei 
10cem Volumen. 











Uber den Einflu8 der Saiuren auf die dialysierte Maltase. 
Von 
W. Kopaczewski. 
(Aus dem Institut Pasteur, Paris.) 
(Eingegangen am 16. Juli 1914.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Im Laufe unserer Untersuchungen iiber die Dialysierbar- 
keit der Maltase haben wir festgestellt*), da8 durch die Dia- 
lyse ungefihr 95°/, der festen Stoffe eliminiert wurden. So 
groBe Mengen Verunreinigungen diirften auf die Resultate der 
Saurewirkung irgendwelchen EinfluB haben. Um also scharf 
diejenige Konzentration der Sauren zu bestimmen, die am 
giinstigsten fiir die Hydrolyse ist, miiBte man diese Verunreini- 
gungen entfernen. Man kann dies auf zweierlei Wegen erreichen. 
— Bertrand und seine Schiiler’) lésen diese Aufgabe durch die 
Reinheit der angewandten Fermentpraparate (wiederholte Pra- 
cipitation usw.), indessen arbeiten sie mit sehr kleinen Mengen. 
Man kann aber die Verunreinigungen sehr bequem durch 
die Dialyse entfernen. Nach der Dialyse bleibt immer noch 
ein unbedeutender Mineralriickstand, der sich nicht entfernen 
laBt, wenn wir auch die Fermentlésung durch die elektrische 
Dialyse reinigen. Es ist aber eine bekannte Tatsache, daB man 
die Kolloide bisher nie ganz von den Mineralbestandteilen be- 
freien kénnte. Die Menge der zuriickgebliebenen anorganischen 
Stoffe ist jedoch sehr winzig. Sie kann die Ergebnisse der 
Saéuren auf die Maltasewirkung kaum beeinflussen. Es wiirde 
indessen sehr interessant sein zu sehen, ob die Unterschiede, die 
ich zwischen dem EinfluB der Sauren auf die Hydrolyse der 


1) W. Kopaczewski, diese Zeitschr. 56, 95, 1913. 
2) Bertrand u. Mitarbeiter, Annales de |’Inst. Pasteur 26, 321 
und 932, 1912. 
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Maltose und ihre physikalischen Eigenschaften (Inversionskraft, 
Dissoziationsgrad) habe feststellen kénnen, auch dann noch be- 
stehen, wenn man statt gewodhnlicher die dialysierte Maltase 
anwendet; mit anderen Worten: ob ein Parallelismus zwischen 
dem Dissoziationsgrad und katalytischer Saurewirkung vor- 
handen ist, oder ein anderer Faktor aufgesucht werden muB, 
der die bisherigen Ergebnisse erklart. 

Die Technik unserer Versuche war die folgende: 

Als Maltase und Maltose dienten dieselben Praparate, die 
uns fiir die vorige Arbeit dienten’). Die Dialyse war auch in 
ahnlicher Weise ausgefiihrt, nur statt eines gewdhnlichen be- 
dienten wir uns eines analytischen Dialysators*). Die Dialyse 
dauerte 72 Stunden. Die dialysierte Maltase reagierte neutral 
gegen Heliantin; sie zeigte einen Aschengehalt von 1,0°/,, und 
eine Leitfahigkeit K—9,5-10-°. 

Eine Anzahl von Reagensgliser aus Jenaer Glas, durch 
Wasserdampf gereinigt, wurde mit 2ccm reinen Wassers 
(K = 1,5 bis 2,0-10—®) resp. einer Siurelésung in verschiedenen 
Konzentrationen gefiillt; die ersten dienten als Kontrolle. Die 
Glaser und die Lésungen der Maltase und Maltose wurden 
dann in einen Thermostaten von der Temperatur 37° (+ 0,5°) C 
gebracht und darin */, Stunde gelassen. Dann mischte man die 
Lésung der Maltase mit der Maltose und pipettierte sofort in 
jedes Reagensglas 3ccm der Mischung. In einem der Reagens- 
gliser wurde die Hydrolyse sofort durch 1 Tropfen Natron- 
lauge aufgehoben, um die reduzierbare Zuckermenge analytisch 
zu bestimmen. Es wurde kein Antisepticum benutzt*) und 
die eigene hydrolytische Wirkung der Sauren nicht gepriift*). 
Nach 3*/, Stunden wurde die Hydrolyse in allen Glasern durch 
33°/,ige Natronlauge bei Gegenwart von Phenolphthalein ge- 
hemmt und die gebildete Zuckermenge mit der Bertrandschen 
Methode bestimmt. Die Sauren wurden titriert unter Benutzung 
von Phenolphthalein als Indicator. Jede Saure wurde in 2 
bis 3 Serien untersucht, um diejenige Konzentration, die am 
meisten die Hydrolyse durch Maltase férdert, zu bestimmen. 


1) W. Kopaczewski, 1. c. 

*) W. Kopaczewski, diese Zeitschr. 54, 27, 1913. 

8) W. Kopaczewski, diese Zeitschr. 44, 349, 1912. 

*) W. Kopaczewski, Bull. Soc. Chim., 4. Serie, 11, 850, 1912. 
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Die angewandten Séuren sind im Handel als ,chemisch rein“ 


bezeichnet. 


Um die entsprechenden Konzentrationen fiir die Maltase 
und Maltose aufzufinden, haben wir einige Versuche angestellt 
und folgende interessante Beobachtungen gemacht (Tab. I): 


Tabelle LI. 





Die End- 
konzentra- 
tionen der 

Maltase 
0 


0,10 
0,25 
0,50 
1,00 








2,00 


“Maltose 0,5), (Endkonz.) 


nach 
31/, Std. 7 Std. 
Se 
34,1 51,1 
29,3 48,9 
26,5 42,2 
24,4 42.8 
20,3 23,7 





Der hydrolysierte Teil. 


Maltose 1°/) (Endkonz.) 


nach 
34/, Std. 7 Std. 
0 0 
wee A at Ee) ite — 
10,7 21,6 
19,0 51,1 
20,1 54,1 
24,8 41,8 
84.1 45.3 


Wir haben also die Maltose in 1°), iger Lésung und Mal- 
tase in 2°/,iger*) Lésung einwirken lassen wahrend 3*/, Stunden. 


Tabelle IL. 




















Nr, | Konzentrationen Gewohnliche Maltase Dialysierte Maltase 
der Sauren I. Serie | IL Serie | IIL. Serie} I. Serie | II. Serie | IIL. Serie 

1 By — 100,0 —100,0 

2 55 — 87,2 — 100,0 

3 | Pe - 66,4;— 68,0 — 100,0 

4 1 — 224 

5 60 I+ 17,2 

6 ®/ 00 + 584'4+ 582 - 100,0 

7 Ts | + 140,2 + 138,8 

8 B60 + 144,1 

9 a 00 + 146,0 

10 2/00 + 140,0 

11 "190 + 128,2 

12 as pe + 68,1 | -100,0 | — 100,0 

13 a pa + 517 —100,0 — 100,0 

14 2 600 + 92,8 

5 2 00 + 1435 +1473 

16 2/5 | +1475 

7 0 + 36,4 +144,0 +143,7 + 143,7 

18 Ya + 131,2 

19 "| s00 +110,0 +1086 

20 2/00 + 50,0 

21 | eee + 184) + 15,4 

22 ”/ 2950 0 0 





1) Wegen der Verdiinnung, die die Fermentlésung wahrend der 
Dialyse erfahrt, wurde mit viel stirkeren Konzentrationen, die dann ver- 
diinnt wurden, gearbeitet. 
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Die Tabelle II veranschaulicht uns am besten den Gang 
der Untersuchungen. Die Zahlen bezeichnen die Steigerung (++) 
bzw. Verminderung (—) der hydrolytischen Kraft der Maltase 
bei Gegenwart der Saiuren; unter Null sind diejenigen Saure- 
konzentrationen gemeint, die keinen Einflu8 auf die Hydro- 
lyse ausiiben. 

Wenn wir die erhaltenen Resultate durch eine Kurve dar- 
stellen, so bekommen wir z. B. fiir die Schwefelsiure, da diese 
Kurve viel regelmaBiger verliuft, als mit der undialysierten 
Maltase. 
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Fig. 1. 


Es folgen die Ergebnisse mit anderen Sauren. Diese Siuren 
waren unter 62 vorher studierten ausgewahlt, da sie am besten 
die Unterschiede zwischen Dissoziationsreihe und katalytischer 
Wirkung wiedergeben’) (Tabelle ITT). 


) Kopaczewski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 182, 1912. 
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Tabelle III. 














Optimale Konzentration 
sie der Sa il 

Nr _— er Séaren far 

undialysierte| dialysierte 

ERS _ Maltase » Maltase _ ‘ 
1 Salzsiure ..... rvs ar tas peer | *l se 
2 a a ee ee ae 1 "lees 
3 Phosphorsfure. .......- aie ag) a) 
4 Ameisensfure ..... a PR | i 
5 Essigsaure a PA | */s0 
6 Monochloressigsiure if 5 */ 200 
7 Dichloressigsiure ........ ®/ ss0 */500 
8 Trichloressigsiure ....... a) a) a 
9 ig: Sar i) | a 
10 Butterséure (normale). ..... */ 50 ee 
11 a ae ae | * less 








Wenn wir die beigegebenen Resultate betrachten, so sehen 
wir, daB die optimalen Siurekonzentrationen bedeutend niedriger 
fiir die dialysierte Maltase sind als diejenigen fiir undialysierte. 
So zeigt z. B. die undialysierte Maltase das Optimum ihrer 
Wirkung bei Gegenwart von "/,.,-Schwefelsiure, dagegen ist 
fiir die dialysierte dieses Optimum schon mit der Konzentration 
n/_,, erreicht. 

Nehmen wir Salzsaiure als Basis der Berechnungen, ordnen 
wir die Saéuren in eine Reihe und vergleichen die erhaltene 


725 


Reihe mit der Affinitaét und Inversionsreihe, so sehen wir, dab 
fast simtliche Unterschiede bestehen bleiben (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 























Fa Ww inhacanheeit der ‘ols & 
£4 Sauren (HCl = 100);| § a= | #3 om 
Nr. Sauren & 5 be ph arr ea Baa || | a3 ll 
3&1] undia- | diae | S55 Fe "7. 
= lysierte | lysierte | & © <2 
] | Salssiure. ..... 36,5] 100,0 100,0 100,0 100,0 
2|Schwefelsiure ...] 98,0 106,2 120,8 53,6 | 65,1 
3 | Phosphorséure . ..| 98,0 15,6 20,8 6,23 | 7,3 
4] Ameisensiure. . . .| 46,0 37,5 20,0 153, — 
5 | Essigsiure ... -| 60,0 21,8 5,8 0,40 | 1,4 
6 Monochloressigsiure .| 94,5 93,7 33,3 4,84 | 4,9 
7 | Dichloressigsdure . .j} 129,0 125,0 83,3 27,1 25,3 
8 | Trichloressigsiéure . .| 163,5 156,2 104,2 75,4 62,3 
9 | Propionséure . . . .| 74,0 12,5 4,1 —_ | — 
10 | Butterséure (normale) 88,0 6,2 17 -— i= 
Ii | Oxalsiure .... «st 8 92,5 1083 18,6 19,7 
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Untersuchen wir die Wasserstoffionenkonzentrationen nach 
der Formel [H']—=VK-[Saure]. Diese Berechnung ist ermég- 
licht durch die praktisch vollkommene Abwesenheit von Salzen 
in der dialysierten Maltase und Maltose. Wir erhalten dann 
folgende Werte (Tabelle V): 





























Tabelle V. 
OptimaleKonzentra- H 
K Saéuren tion der Saure fiir die [H’] 
“ undialysierte | dialysierte | undialysierte | dialysierte 
Maltase | Maltase Maltase | Maltase 
1] Ameisensaure . */ a0 z= 2,5 ><10-41,2>< 10-4 
2] Essigsiure ..... ” 35 | Iso 1,2 ><10-*/8,4>< 10-5 
3 | Monochloressigsiure . Chan, |: “ta 2,6 ><10-41,8>< 10-4 
4 | Dichloressigsiure “leo =| | “les 1,1 ><10-*/4,5>< 10-4 
5] Trichloressigsiure . "/es0 =| Seas 4,4 ><10-916>< 10-3 
6|Propionsiure ... . = | les 1,85>< 10-4/1,5>< 10-4 
7 | Buttersiure (normale) ) i Ps 3,8 ><10-43,8>< 10-4 
8|Oxalsiure ..... ee ee A 2,22>< 10-4 5,0>< 10-4 


Also py == log[H']= 3,1 bis 5,8 je nach der Natur der an- 
gewandten Siure. Wenn wir diese Zahl mit derjenigen von 
Michaelis und Rona’) vergleichen, so sehen wir, daB die von 
uns fiir Essigsiure gefundene ziemlich gleichwertig ist, die diese 
Forscher fiir die undialysierte Maltase gefunden haben, indem 
sie mittels Acetat- und Phosphatgemischen die H’-Ionenkonzen- 
trationen gewechselt hatten. 

Ich méchte bemerken, daB die direkte Messung der H’- 
TIonenkonzentrationen bei den ungereinigten Fermenten und auch 
die Berechnung nach der vereinfachten oben gegebenen Formel 
ohne Riicksicht auf die Temperaturainderungen nicht einwand- 
frei ist und mit einem Fehler behaftet ist; dadurch ist der 
Unterschied in beiden Fallen erklarbar. Aber fiir die in anderen 
Sauren gefundenen Werte la8t sich kein Parallelismus bemerken. 
Man mu8 nach einem anderen Faktor suchen, der in diesen wie in 
allen hydrolytischen Prozessen durch Fermente eine Rolle spielt. 
Denn nicht nur in fermentativen, sondern in allen bisher unter- 
suchten biologischen Vorgiingen ist die Reihenfolge der Sauren 
identisch; sie wechselt von Fall zu Fall und ist niemals der 
Affinitatsreihe Ostwalds gleich. 


1) Michaelis und Rona, diese Zeitschr, 57, 458, 1913, 
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Aber auch in rein chemischen Katalysen durch H’-Ionen spie- 
gelt sich dasselbe wieder. Schon Ostwald’) hat in seiner Ab- 
handlung iiber die Inversion des Rohrzuckers durch Séuren be- 
merkt, daB einige UnregelmaBigkeiten vorhanden sind, die er 
aber durch sekundare Erscheinungen erklarte. Und nun sehen 
wir heute, daB diese UnregelmaBigkeiten sehr groB und keines- 
falls durch bloBe H’-Ionenwirkung erklarbar sind. Die Arbeiten 
von Goldschmidt, Acree, Taylor und Bredig und Mitarbeiter 
zeigen deutlich, daB nicht nur dem in H’-Ionen gespaltenen An- 
teil der Séiure die katalytische Wirkung zukommt, sondern daB 
das ganze Molekiil katalytisch wirkt; noch mehr, daB das unge- 
spaltene Molekiil in einigen Fillen 2 bis 3 mal so starke kata- 
lytische Kraft besitzt, als die gespaltenen H-Ionen. Also die 
Natur der Saiure ist von ausschlaggebender Bedeutung 
und damit die Natur der Anionen?’). 

Andererseits erfahrt aber auch die Theorie der Ionenwir- 
kung heute einige Erschiitterungen. Es sind neue Krafte zur 
Erklarung der verschiedenen Reaktionen heranzuziehen — wobei 
wir nur den Haftdruck nennen. 

Damit ist gesagt, daB man sich vorliufig nicht iiber die 
Art dieser Kriafte auB8ern kann, die Abweichungen von der 
Dissoziationsreihe hervorrufen. 

Es ist nur sicher, daB der Dissoziationsgrad nicht geniigt, 
um die katalytische Wirkung der Saure zu erklaren. 


Zusammenfassung. 


1. Um die Bedingungen der maximalen Wirkung der 
Maltase scharf zu bestimmen, mu8 man dialysierte Fermente 
anwenden. 

2. Der EinfluB der Sauren auf die Hydrolyse der Maltose 
durch die dialysierte Maltase ist nicht ausschlieBlich durch den 
Dissoziationsgrad erklirbar; auch andere Faktoren spielen hier 
eine nicht unbedeutende Rollen. 


1) Ostwald, Zeitschr. f. prakt. Chem. 29, 385, 1884 und Zeitschr. 
f, physik. Chem, 8, 170, 1889. 

*) Vgl. unsere Abhandlung in der Zeitschr. f. physikal.-chem. Biol. 
1914, Heft 6, 383. 











Physiologische Notizen iiber eine Luftballonfahrt. 
Von 
L. Mohr und H. Kuhn. 


(Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Halle.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1914.) 


Im Anschlu8 an unsere Untersuchungen iiber die Funktion 
des Herzens im Hochgebirge unternahmen wir am 1. Mai 1913 
eine Luftballonfahrt, um dabei Herzschlagvolumen und Minuten- 
volumen nach Plesch festzustellen. Die Teilnehmer waren 
Herr cand. ing. Dorn und die beiden Verfasser dieser Notizen 
d. h. die Teilnehmer der Hochgebirgsexpedition im Sommer 19127), 
Fiihrer war Herr Dr. Wigand, Assistent am _ physikalischen 
Institut der Universitat Halle. Der Aufstieg fand in Bitterfeld 
mit dem Ballon ,,Nordhausen“ des_ sichsisch-thiiringischen 
Vereins fiir Luftfahrt statt, und wir gelangten nach etwa 
7stiindiger Fahrt in die Gegend von Salzwedel. Die duBeren 
Bedingungen fiir die Versuche auf dieser Fahrt waren sehr 
giinstig: ganz klares und warmes Wetter, so daB weder wir 
noch unsere Apparate durch Kalte zu leiden hatten, selbst in 
der héchst erreichten Héhe von 4500 m. Das Befinden der 
Passagiere war ganz normal bis auf geringe Erscheinungen von 
Atemnot und Muskelschmerzen, die sich bei Mohr in der 
héchsten Héhe wahrend kurzer Zeit bemerkbar machten. Auch 
die Landung war soweit giinstig, daB die Apparate und Glas- 
rohren zur Entnahme der Probeluft ganzlich unversehrt blieben, 
trotzdem der Ballonkorb heftig umschlug. Leider fielen die 
Untersuchungen doch nicht so aus, da® sie direkt zur Be- 
stimmung von Herzschlag- und Minutenvolumen verwendbar 

‘) Vgl. H. Kuhn, Uber die Funktion des Herzens im Hochgebirge. 
Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 14. 
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waren. Es sei daran erinnert, daB die Pleschsche Methode 
mit den Gasspannungen im arteriellen und vendsen Blut 
arbeitet. Die Gasspannungen im vendsen Blut werden durch 
Atmung gegen ein Stickstoffgemisch in einem Gummisack er- 
halten, und es sollen sich dabei Alveolar- und Sackluft aus- 
gleichen. Der Prozentgehalt an O, und CO, der Sackluft 
schwankt in unseren Versuchen erheblich, und ersterer ist meist 
so hoch, da8 unméglich ein Ausgleich wirklich stattgefunden 
haben kann. So verzichten wir darauf, die damit berechneten, 
demnach auch unwabhrscheinlich hohen Zahlen fiir Herzschlag- 
und Minutenvolumen anzugeben. Interessieren wird es aber 
doch, da nur wenig Stoffwechseluntersuchungen im Luftballon 
vorliegen'), die gewonnenen Zahlen fiir Atemvolumen, Sauer- 
stoffverbrauch usw. anzugeben. Sie betragen: 
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Kuhn | 1325—1220 |641—650} 90 | 1 40} 7,51) 5,69 219,2 307,5, 0,71] 25,4 83,1 
4500—3200 |430—484/120 | 16,0) 9,46, 5,24/264,0 362,0, 0,73] 30,8 48,8 
Ebene®) | - 11,4 on 4,98/198,9/257,5 0,77] 41,6 94,4 
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3010—3195 |504—484) | 13,0| 7,36} 4,37| (221 ,2/277,0) 0,80} 32,7) 56,8 
Ebene® 58 11,5} 5,28) 4,92) 194.3'247,6 0,79] 41,6, 94,4 
Brandenburger Haus*)) 520 | 60 | 10,0) 7,59) 5,17|219,8|277,5| 0,77] 26,9) 64,0 


Der Sauerstoffverbrauch ist also deutlich etwas erhoht, und 
zwar noch ein wenig mehr als im Hochgebirge. Das diirfte aber 
auf die Versuchsbedingungen im Ballonkorb (unbequemere Lage) 
und die mit einer solchen Fahrt verkniipften groBeren psychi- 
schen Leistungen zuriickzufiihren sein. Deutlich ist das be- 


1) v. Schrétter und Zuntz, Ergebnisse zweier Ballonfahrten. 
Arch. f. d. ges. Physiol. 92, 479. 

*) Die Hamoglobinbestimmungen mit dem Pleschschen Kohlenoxyd- 
Kolbenkeilhamoglobinometer wurden nicht im Luftballon, sondern vor 
der Fahrt angestellt. 

5) Die Zahlen fiir Ebene (Halle a. S.) und Brandenburger Haus 


(3270 m) sind Mittelwerte unserer friiheren Versuche (8. 0.) 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 21 
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sonders bei Mohr, bei dem die Zahlen in 1100 bis 1300 m héher 
sind als in 4000 bis 4090 m. Der erstere Versuch ist nach 
schnellem Aufstieg unmittelbar nach Anbringung der Appa- 
rate usw. angestellt. Interessant ist nun die Frage, welchen Weg 
die Sauerstoffversorgung des Organismus nimmt. Der Sauerstoff 
im arteriellen Blut sinkt deutlich ab, denn die Annahme, daB der 
Hamoglobingehalt des Blutes in den wenigen Stunden wahrend 
der Fahrt gestiegen sei, ist wohl von der Hand zu weisen. 
Anders war es bei unseren Versuchen im Hochgebirge, wo 
durch vermehrten Hamoglobingehalt der verminderte Sauer- 
stoffdruck ausgeglichen wurde; es bleiben also nur die 2 Méglieh- 
keiten: Zufuhr groBerer Blutmengen durch vermehrte Herz- 
arbeit oder vermehrte Abgabe des Sauerstoffes aus dem Blut 
an das Gewebe, d. h. gréBere Sauerstoffverarmung des vendsen 
Blutes. Wahrend nun im Hochgebirge nach unseren Unter- 
suchungen keine Abnahme des Sauerstoffgehaltes im vendésen 
Blut eintrat, scheint das im Luftballon der Fall zu sein. Wir 
haben allerdings nur eine wahrscheinlich giiltige Beobachtung 
an Kuhn (Nr. 6), bei dem die Sauerstoffspannung im vendsen 
Blut von 31,2 auf 22,1 sinkt, der Sauerstoffgehalt von 12,0 
auf 9,0. AuBerdem wird wahrscheinlich auch das Herz zu 
vermehrter Arbeit herangezogen werden, wenn auch die Er- 
héhungen der Pulszahlen nicht ohne weiteres eine wahre Mehr- 
leistung anzeigen, weil durch vermindertes Schlagvolumen die 
Leistungen entsprechend herabgesetzt sein kénnten. Jedenfalls 
ware es interessant, weitere Beobachtungen iiber das Verhalten 
des Sauerstoffgehaltes im vendsen Blut und damit iiber die 
Herztatigkeit bei plétzlichem Anstieg in gréBere Hohe zu er- 
halten, 




















Uber die sensibilisierende Wirkung der Porphyrine. 
Von 
Walther Hausmann. 


(Aus der biologischen Versuchsanstalt der k, Akademie der Wissen- 
schaften in Wien‘). 


(Eingegangen am 19. Juli 1914.) 


Das Hamatoporphyrin gehért, wie schon vor lingerer Zeit 
gezeigt wurde’), zu jenen optischen Sensibilisatoren, durch die 
Warmbliiter (weiBe Mause) bei gleichzeitiger Belichtung schwer 
geschadigt werden und rasch zugrunde gehen kénnen. Seither hat 
Meyer-Betz*) in einem heroischen Selbstversuche die sensi- 
bilisierende Wirkung dieses Korpers auch fiir den Menschen 
bestatigt. 

Es schien nun von Interesse, zu untersuchen, ob man diese 
Wirkung nicht derartig steigern kénnte, daB die Tiere inner- 
halb einiger Minuten zugrunde gehen oder zumindest in Nar- 
kose versetzt werden kénnen, so da8 man mit einigem Rechte 
von einem ,,Lichtschlag* sprechen kénnte, der die akuteste 
Form des von mir friiher beschriebenen Lichttodes darstellen 
wiirde. Der Nachweis ein¢és, derartigen Lichtschlages war auch 
aus dem Grunde nicht unwichtig, weil manche Faille von Son- 
nenstich vielleicht mit derartigen Sensibilisationsvorgangen zu- 
sammenhangen kénnten. 

Es lie8 sich nun unter geeigneten Versuchsbedingungen 
zeigen, da8 man in der Tat hochgradig sensibilisierte weibe 


1) Ein kurzer Auszug dieser Arbeit erscheint im Sitzungsanzeiger 
der Akademie vom 9. VII. 1914 als Nr.9 der Mitteilungen a. d. biolo- 
gischen Versuchsanstalt der k. Akademie. 

*) Diese Zeitschr. 14, 275, 1908; ebenda 30, 276, 1910; Strahlen- 
therapie 3, 112, 1913. 

3) Deutsches Arch. f. klin. Med. 112, 476, 1913. 
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Mause in einigen Minuten durch Licht in tiefe Narkose ver- 
setzen kann, in der sie zugrunde gehen (Versuch 1 und 2). 

Wiahrend bei minder rascher Entwicklung der Krankheits- 
erscheinungen, wie dies in den friiher beschriebenen Versuchen 
der Fall war, hauptsichlich Symptome seitens der Hautober- 
fliche zu konstatieren waren, denen erst spiater die Erschei- 
nungen des Zentralnervensystems folgten, stehen in diesen Ver- 
suchen die zentralen Symptome im Vordergrunde. Man be- 
obachtet 6fters, daB in diesen ganz rasch verlaufenden Fallen 
die Tiere sich gar nicht kratzen, sondern ganz rasch einen 
komatésen Eindruck machen, der manchmal von _heftigen 
tetanischen Krampfen. unterbrochen wird. [Vgl. Hermann 
Pfeiffer’)]. 

Besonders méchte ich hervorheben, daB die Symptome 
hochgradig mit Hamatoporphyrin sensibilisierter Tiere sofort 
mit Beginn der Bestrahlung ohne die allergeringste Inku- 
bationszeit auftreten. Ungemein charakteristisch war dies in 
dem Versuche 3, wo in dem Momente, wo die Maus sich im 
Lichtkegel befand, auch schon der Symptomenkomplex voll ent- 
wickelt war. Auch Meyer- Betz hat in seinem Sensibilisations- 
selbstversuche mit Hamatoporphyrin ,sofort heftiges Brennen 
der bestrahlten Teile“ gespiirt. (Vgl. hierzu besonders Jesionek, 
Ergebn. d. inn. Med. 11, 525, 1913.) 

Dies ist sehr deutlich im Vergieiche mit dem Verhalten 
der Tiere bei Bestrahlungen, die durch ultraviolette Strahlen 
schon an sich stark wirken, ohne daB es hierbei eines von 
auBen zugefiihrten Sensibilisators bedarf, wie dies z. B. bei Ver- 
wendung der Quarzquecksilberdampflampe (Heraus) der Fall 
ist. Bestrahlt man eine Hamatoporphyrinmaus und ein nor- 
males Tier mit der eben genannten Lampe, so zeigen sich beim 
Hamatoporphyrintier wie immer nach kurzer Zeit die bekannten 
Hauterscheinungen; es treten Odeme auf, und zwar in einer 
Ausdehnung und Starke, wie ich sie sonst nur ganz selten be- 
obachtet habe. Etwa 12 Stunden nach einer 1 bis 2 stiindigen Be- 
strahlung mit der Quarzlampe ist, wenn man die Tiere nach der 
Belichtung im Dunkeln belieB, der von mir als subakut bezeichnete 
Symptomenkomplex des Himatoporphyrintieres voll entwickelt; 


1) Zeitechr. f. Imm. u. experim. Ther. 10, 550, 1911. 
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die normale Maus hingegen zeigt kaum eine Veranderung, nur daB 
sich die Ohren etwas réten und die Augen ab und zu verkleben. 
Nach einigen Tagen ist jedoch das Bild der sensibilisierten und 
der normalen Maus ahnlicher geworden. Bei beiden Tieren sind 
die Ohren nekrotisch, sie zeigen haarlose Ringe um die Augen, 
Erscheinungen, wie sie beim sensibilisierten Tiere ja vielfach 
beschrieben wurden (Raab, Jodlbauer und Busk, Haus- 
mann u.a.m.), bei diesen Tieren aber unverkennbar deutlicher 
sind als beim nicht sensibilisierten Tiere (Versuch 4). Die Nekrosen 
treten meist friiher auf und ergreifen gréBere Anteile der Ohr- 
muschel, die haarlosen Ringe um die Augen sind gréBer, auch ist 
Haarausfall bei diesen Tieren zu beobachten. Friiher war mitgeteilt 
worden, daB es schwer gelinge, die chronische Form der Sensibili- 
sationskrankheit (Nekrosen, Haarausfall) bei Hamatoporphyrin- 
miausen zu erzielen, da die Tiere meist infolge der Belichtung zu- 
grunde gehen. Wurde aber [mit Tageslicht, Projektionsbogenlampe 
(Filter mit Glasplatten)] zu wenig intensiv bestrahlt, so trugen 
die Tiere keine dauernde Schidigung davon. Bei Bestrahlung 
von Hiamatoporphyrinmiusen mittels der Quarzquecksilber- 
dampflampe ist die ,chronische Form“ nun ganz sicher zu er- 
halten, selbstverstandlich ist diese Wirkung zum Teil den ultra- 
violetten Strahlen zuzuschreiben. 

Es hat den Anschein, als ob sich die Wirkung der ultravioletten 
Strahlen und der fiir die Hamatoporphyrintiere wirksamen [von 
A 580 bis 490 uu*)] addiere, denn zum Zustandekommen der 
Krankheitserscheinungen bei belichteten Haimatoporphyrintieren 
scheinen ultraviolette Strahlen nicht notig zu sein. Dies geht, ab- 
gesehen von meinen friiheren Befunden, auch daraus hervor, daB 
ich die akute und subakute Form durch Bestrahlung mittels einer 
3000 kerzigen */,-Watt-Osramgliihlampe mit entsprechender Kiih- 
lung (GlasgefiBe) bei Hamatoporphyrinmausen erzielen konnte. 

Zu bemerken ist ferner in diesem Zusammenhange, daB bei 
einer Maus, die stark mit Hamatoporphyrin sensibilisiert war, 
schon nach 15 Minuten dauernder Bestrahlung (Quarzlampe) 
Nekrose eines groBen Teiles des Ohres eintrat, wahrend ich 
dies bei den nicht sensibilisierten Kontrollmaiusen nicht beo- 
bachten konnte (Versuch 5). 


1) Diese Zaitschr. 30, 303, 1910. 





; 
' 
i 








812 W. Hausmann: 


Sehr charakteristisch sind beim sensibilisierten wie beim 
nicht sensibilisierten Tiere die bei letzteren schon beobachteten 
hypertrophischen Wucherungen des iibriggebliebenen Ohrknor- 
pels [Piirkhauer’), Jansen®)], die mir beim sensibilisierten 
Tiere ganz ungemein stark zu sein schienen. 


H. Fischer und F. Meyer-Betz’) haben zuerst die photo- 
dynamische Wirkung des Mesoporphyrins studiert, weiter hat 
H. Fischer‘) mit seinen Mitarbeitern in den grundlegenden 
Arbeiten tiber die Porphyrinbildung insbesondere das biologische 
Verhalten des Porphyrinogens untersucht. Denn es war diesen 
Autoren gelungen, durch Einwirkung von Eisessigjodwasserstoff 
auf Hamin in Gegenwart von Jodphosphonium ein farbloses 
Derivat, die Leukobase des Haimatoporphyrins, Porphyrinogen 
zu erhalten. 

Bei dem Studium der sensibilisierenden Wirkung des Meso- 
porphyrins an weifSen Mausen hatten H. Fischer und Meyer- 
Betz bei Versuchen mit reinstem Mesoporphyrin keine sensi- 
bilisierende Wirkung feststellen kénnen. Spitere Untersuchungen 
H. Fischers und seiner Mitarbeiter E. Bartholomaus und 
H. Rése, die an Meerschweinchen unternommen wurden, er- 
gaben, daB Hiamatoporphyrin im Lichte die starkste Wirkung 
hatte. Mesoporphyrin hatte in der Mehrzahl der Fille keine 
Spur sensibilisierend gewirkt, in einem Falle schwach, in einem 
deutlich. Krankheitserscheinungen sind jedoch nicht zutage 
getreten, die Lichtscheu fehlte, im Dunkeln verschwanden die 
Symptome sehr bald. 

Porphyrinogen wirkte intensiv sensibilisierend, und zwar 
in allen untersuchten Fallen. Die Leukobase gelangt aber erst 
nach lingerem Verweilen im Organismus zur Wirkung. 

Das verschiedene biologische Verhalten des Hamatopor- 
phyrins und des Mesoporphyrins ist, wie H. Fischer und 
Meyer-Betz betonen, von Wichtigkeit, weil bisher noch nicht 
festgestellt ist, ob im menschlichen Harn bei Porphyrinurie 
Hamatoporphyrin oder Mesoporphyrin ausgeschieden wird. 


¢ 1) Arch. f. Derm. u. Syph. 81, 354, 1907. 
*) Ebenda 90, 45, 1908. 

/°) Zeitschr. f. physiol. Chem. 82. 

_*) Ebenda 84. 
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Es schien mir nun von Interesse, diese Untersuchungen 
mit Mesoporphyrin auch an Paramacien und Erythrocyten auf- 
zunehmen, da ich vor langerer Zeit zeigen konnte, daB diese 
Versuchsobjekte durch Haimatoporphyrin leicht zu sensibilisieren 
sind’), Mit einem Praparat von krystallisiertem Mesoporphyrin, 
das ich der besonderen Liebenswiirdigkeit des Herrn Privat- 
dozenten Dr. Hans Fischer in Miinchen verdanke, gelang es 
nachzuweisen, da8 dies Praparat auf Paramicien deutlich, auf 
rote Blutkérperchen ungemein intensiv photodynamisch wirkt 
(Versuch 6). 

So besteht in dieser photodynamischen Wirkung des Meso- 
porphyrins gegeniiber Erythrocyten und Paramicien kein wesent- 
licher Unterschied im Vergleich zu Haimatoporphyrin. Es ist 
also prinzipiell auch eine Sensibilisationsméglichkeit des Warm- 
bliiters mittels Mesoporphyrin denkbar, wie dies ja auch von 
H. Fischer und seinen Mitarbeitern in einigen Versuchen be- 
obachtet wurde. 


Nachstehend sind einzelne Versuchsprotokolle wiedergegeben. Hima- 
toporphyrin wurde mit Hp. abgekiirzt, 


Versuch 1. 

Zur Erzielung des Lichtschlages wurden weiBe Mause zunichst 
nach dem Vorgange von F. Reach?) depiliert, hierauf mit Hp. subcutan 
sensibilisiert. Die Belichtung wurde in der Sonne vorgenommen, da ich 
aus friiheren Versuchen wuBte, da8 das Sonnenlicht ungemein starker 
wirkt als Kohlenbogenlicht. 

Mit einem Planspiegel wurden die Sonnenstrahlen mittels einer 
plankonvexen Linse durch die den ZeiBschen Projektionsapparaten bei- 
gegebene Kiihlkammer, die mit Wasser gefiillt war, geleitet. In dem 
Lichtkegel, méglichst weit vor dem Focus, wurde die Maus exponiert*), 

10. VI. 1914. Maus, 9,8 g, erhalt 0,07 g Hp. um 10 Uhr. Im 
Dunkeln bis 10°’. Dann belichtet. Sofort komatéser Eindruck, ab und 
zu Kratzversuche, die derart unterbrochen werden, daB die zum Kratzen 
erhobene Pfote in der Luft unbeweglich gehalten wird. 

11% Riickenlage, vermag sich noch umzudrehen. 

11" Riickenlage, keine Cornealreflexe. Stirkste Dyspnoe. 

11% tot. Temperatur des Tieres (After) 34°, Temperatur des Ge- 
fiBes 29°. Kontrolle ohne jeden Schaden in demselben GefaiBe von 
11“ bis 12%, 

1) Diese Zeitschr. 30, 281, 1910. 

*) Zeitschr. f. b. Techn. u. Meth. 2, 310, 1912. 

8) Bei dieser Versuchsanordnung folgte ich zum Teile einem Rate 
von Herrn Priv.-Doz. Dr. L. Freund. 
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Versuch 2. 

10. VI. Dieselbe Versuchsanordnung. WeiBe Maus, 20 g, erhilt 
0,01 g Hp. um 10 Uhr. 

Beginn der Belichtung 12° (leichter Wolkenschleier). 

122° taumelt somnolent. Es macht den Eindruck, als wolle sich das 
Tier kratzen, wiirde aber daran verhindert. 

12% voriibergehende Riickenlage, Krampfe. 

124! Seitenlage, Dyspnoe, 

12** keine Cornealreflexe, tiefstes Koma, verendet gegen 1%. 
Temperatur des Tieres 35°, Temperatur des GefiBes 30°. 

In zwei weiteren Fallen waren die Tiere nach 5 Minuten ohne 
Cornealreflexe und in 15 Minuten nach Beginn der Belichtung tot. Da 
aber die Kontrollen in diesen Fallen nach 1/, Stunde plotzlich eingingen, 
ist hier Warmewirkung nicht ausgeschlossen. 


Versuch 3. 

27. VI. Maus, 15 g, 0,01 Hp. um 10 Uhr. Im Dunkeln bis 11 Uhr. 
Versuchsanordnung wie oben. Helle Sonne. 

Maus in den Lichtkegel gestellt um 111%. Bevor es mir méglich ist, 
zu protokollieren, allerheftigster Kratzanfall. 

11** somnolent. 

11° krampfhafte, unkoordinierte Spriinge. 

111° Sonne versteckt sich, Versuch abgebrochen. 


Versuch 4. 

17, 11.1914. WeiBe Maus, 22 g, erhalt um 4 Uhr 0,01 g Hp. in 
schwach alkalischer Lésung, eine andere Maus, 20 g, 1 cem NaCl 0,929. 
Dann in einer Entfernung von 15 cm einer Quarzquecksilberdampflampe 
Herius) von 4 bis 5 Ampére ausgesetzt. Kontrolle der Temperatur 
mit Schwarz- und Blankkugelthermometer. Am Ende der Bestrahlung 
Temperatur des BestrahlungsgefaBes: Schwarzkugelthermometer 30°. 

Beginn der Bestrahlung 4°’. Ende 5%. Das Hp.-Tier zeigt bald 
deutliche Symptome von Sensibilisation, heftige Anfialle, Kratzen usw. 
Nach der Bestrahlung kommen beide Tiere ins Dunkle. 7" Hp.-Tier 
Odem. Das normale Tier hat schwach gerétete Ohren. 

28. II. Hp.-Tier Typus eines ausgesprochenen subcutanen Falles, 
bei anderen kiinstlichen Lichtquellen hatte ich derartige Fille bisher 
nie beobachtet. 

Die Ohren des Kontrolltieres kaum gerdétet. 

19.11. Hp.-Tier. Ohren nach vorne gerichtet, beginnen nekrotisch 
zu werden. Kontrolle: Ohren stark hyperimisch, nicht nach vorne ge- 
richtet, Augen verklebt. 

20.11. Hp.-Tier Nekrose der Ohren, ebenso bei den Normalen be- 
ginnende Nekrose der Ohren. 

In den nichsten Tagen fallen die Ohren des Hp.-Tieres fast ganz 
ab, die des normalen groBenteils. Die Tiere haben beide haarlose 
Ringe um die Augen. Hp.-Tiere und Normaltier sehen sich nunmehr 
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ziemlich ahnlich, doch sind die Veranderungen bei dem Hp.-Tiere viel 
ausgesprochener. 
Versuch 5. 

23.11.1914. Eine Maus, 24g, erhalt 0,005 Hp. Nach 1 Stunde 
bestrahlt durch 15 Minuten (Quarzlampe), ebenso zwei Kontrollen. 
Hp.-Tier Anfille. 

24.II. Die normalen Tiere zeigen kaum Rétung, Hp.-Tier deutliche 
Rétung und Odem der Ohren. 

16. III. Hp.-Tier ein Ohr zum Teil nekrotisch, das andere hyperi- 
misch. Die Kontrollen haben ganz blasse, ungeschadigte Ohren. 


Versuch 6. 
I. Versuche mit Mesoporphyrin an roten Blutkérperchen. 

a) 26. VI. 1914. 0,1 g salzsaures Mesoporphyrin wird in 5 ccm 
3/,9-NaOH und 5 cem NaCl (0,9°/,) suspendiert. 

27. VI. nicht alles gelést, 1 ccm der Suspension auf 100 ccm NaCl 
0,9°/, aufgefiillt (L6sung I). 

Zum Versuche wird 1°), Aufschwemmung von Rattenblutkérperchen 
(zweimal gewaschen) verwendet. Zu je 5ccm der Erythrocytensuspension 
wird 0,1 bis 0,5 der Losung I hinzugefiigt, hierauf die Proben geteilt. 
Ein Teil belichtet (Sonne, starke Wasserkiihlung), eine Halfte im Dunkeln 
belassen. 





"Menge der Menge der | 


zugesetzten | Blutkérperchen- | Bomeshunges 
Lésung I ee te ne F rte 
Im Licht Im Dunkeln 
ecm cem 
Komplette Himolyse Keine Himolyse 
0,1 5 nach 17 Min. nach 2'/, Std. 
0,2 5 do. » 17» 
0,3 5 do. » 9 
0.4 5 do. » 7 oo» 
0,5 | 5 | do. » 4 » 


b) 27. VI. 0,01 g freies Mesoporphyrin mit einigen Tropfen 
3/,o-NaOH aufgeschwemmt mit 0,9°/, NaCl auf 100 cem aufgefiillt. 

26. VI. nicht alles gelést (Lésung II). Versuch wie bei a. Helle 
Sonne 30. VI. 








Menge der Menge der | 


zugesetzten | Blutkérperchen- | Bomerkungen 
Losung II suspension : 
| Im Licht Im Dunkeln 
com | com | . 








Komplette Himolyse | Nach 4 Stunden 


0,1 5 nach 18 Min. negativ 
0,2 5 do. » 15 » 

0,3 5 do. » 10 » 

0,4 5 do. » 7» 

0,5 5 do. » 7 

1,0 5 do. » 4 » 
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Versuche mit Meerschweinchenblut ergaben dasselbe Resultat. Nach 
lingerer Zeit werden auch Dunkelproben etwas himolysiert. Ein Ver- 
halten, das méglicherweise auf die Verwendung von ®/,,.-NaOH zuriick- 
zufiihren ist. Ahnliches hatte ich friiher auch bei Phylloporphyrin be- 
obachtet. 


II. Versuche mit Mesoporphyrin an Paramaecien. 
a) Loésung I (s. oben). 
30. VI. Versuch in schwacher Soamnahanranint starke een, 





Menge der Menge der 
; insoiiibiibisih 
zugesetzten | Paramaecien- 





Im Lichte Im Dunkeln 











Lésung I | aufschwemmung 

ee ek en eee 
0,1 | 5 | Nach oo lebenviele |  Bleiben leben 
02 | 5 ve > 
0,3 | 5 fast alle tot 
0,4 5 alle tot 
0 5 5 ” ” | 


b) Losung IT (s. oben). 
30. VI. Versuch mit heller Sonne. 


























Menge der Menge der a 
zugesetzten | Paramaecien- 8 
Lésung /aufschwemmung/— “a ie: ages : 
ie Licht | Im Sentade 
=... ae com aS 
0,1 | 5 | Nach 7 Min. viele tot Bleiben leben 
0,2 5 Nach 7 Min. alles tot 
0,3 | 5 } ” 7 oo» ” ” 
0,4 | 5 | ” 7 oo» ” n | 
0,5 5 | Nach 5 Min. alles tot | 
1,0 | 5 ” 4 » ” w:-3 


Zusammenfassung. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lauten: 

1. Es gelingt, mit Hamatoporphyrin sensibilisierte weiBe 
Miuse bei geeigneter Versuchsanordnung durch intensives Licht ‘ 
in einigen Minuten in tiefste Narkose zu versetzen, in der die F 
Tiere verenden. Diese akuteste Form des Lichttodes kénnte 
als ,,Lichtschlag“ bezeichnet werden. 

2. Mit Hamatoporphyrin sensibilisierte Tiere zeigen, in 
helles Licht gebracht, sofort die Symptome der Sensibilisation 
ohne jede Inkubationszeit. 

3. Durch Bestrahlen von Hamatoporphyrinmiusen mittels 
der Quarzlampe lassen sich die chronischen Formen der Ha- 
matoporphyrinsensibilisierung besonders deutlich und konstant 
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hervorrufen. Allerdings ist auch das ultraviolette Licht an 
sich bei diesen Veranderungen beteiligt. 

4. Kurzdauernde, an sich unwirksame Bestrahlung von 
Hamatoporphyrinmausen mit der Quarzlampe fiihrt bei diesen 
Tieren zu Nekrosen. 

5. Mesoporphyrin wirkt photodynamisch auf Paramaecien 
und Erythrocyten. Die sensibilisierende Wirkung fiir diese 
Versuchsobjekte ist demnach bei Hamatoporphyrin, Meso- 
porphyrin und Phylloporphyrin’) [fiir diesen letzteren Korper 
nur fiir Erythrocyten nachgewiesen] vorhanden. 


1) Diese Zeitschr. 16, 302, 1909. 





Zur Theorie der Klirung und Reinigung der Abwisser. 


Von 
P. Rohland, Stuttgart. 


(Eingegangen am 21. Juli 1914.) 


Zwar hat schon Justus von Liebig die ersten orien- 
tierenden Versuche auf dem Gebiete der Abwiasserklirung 
und Reinigung gemacht, aber spaterhin hat sich die chemi- 
sche Wissenschaft, die nach anderen Zielen strebte, sich so 
wenig um dieses Arbeitsfeld gekiimmert, daB die Analysen vieler 
Fabrikabwisser und der schidigenden Substanzen in ihnen jetzt 
noch nicht bekannt sind. 

Bestimmt werden jetzt in den Abwassern quantitativ 
meist die Mengen der Schwebestoffe, die Menge der oxy- 
dierbaren Substanz, des Stickstoffs, ev. des Zuckers, 
die Menge der Chloride. 

Indessen geniigt das noch nicht; vor allen Dingen miissen 
die schidlichen kolloiden Substanzen bestimmt werden. Eine 
einfache Methode, diese zu bestimmen, die darauf beruht, 
daB Kolloide leicht kompliziert zusammengesetzte Farbstoffe, 
wie Anilinfarbstoffe, adsorbieren und schlieBlich auf colori- 
metrischem Wege ausgefiihrt wird, habe ich angegeben’). 

Die Begriffe der Klarung und Reinigung des Abwassers 
sind streng auseinanderzuhalten. Die Klarung soll die festen, 
kleinen Bestandteile, die Schwebestoffe beseitigen, wahrend die 
Reinigung alle schidlichen Substanzen, die kolloidgelésten Stoffe, 
die Farbstoffe, die Fette, Ole usw., den iiblen Geruch entfernen soll. 

Zum Zwecke der Klarung sind Absitzbecken einge- 
richtet worden; man findet sie haufig noch in die Erde einge- 
graben und gleichmaig 1 m tief, so da leicht Verschlam- 


1) Kolloid-Zeitschr. 1913, 1. 
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mung eintritt; sind Querwande errichtet, so darf das Abwasser 
nicht seitlich vorbei in das nachste Becken laufen, weil dann 
selbst noch grébere Bestandteile mitgefiihrt werden. Am Ein- 
flu8 des Abwassers miissen die Absitzbecken jedesmal 2 m Tiefe 
haben, damit die Sedimentation der Schwebestoffe besser er- 
folgen kann, am Ausflu8 des Abwassers 1 m. 

Am besten werden die Absitzbecken aus Stampfbeton 
hergestellt, schon der viel leichteren Reinigung wegen, mit 
schrig verlaufenden Seitenwandungen und schrag verlaufenden 
Béden, ferner mit immer niedriger werdenden Querwandungen, 
die in der Héhe um etwa 20 bis 40 cm abnehmen, damit das 
geklarte und gereinigte Abwasser bequem in das nichste Ab- 
sitzbecken itiberlaufen kann. 

Sind aber die Abwasser sauer oder zuckerhaltig, so 
miissen die Innenwandungen der Absitzbecken mit saure- 
bestandigem Steinzeug, mit Knauffschen Platten, wie sie 
die Deutsche Steinzeugwarenfabrik fiir Kanalisation und che- 
mische Industrie in Friedrichsfeld in Baden herstellt, bekleidet 
werden. 

Aber ohne einen sedimentierenden Zusatz, z. B. ohne Kol- 
loidton, erfolgt trotz alledem das Absitzen der festen Bestand- 
teile ganz ungeniigend. Zunachst kann durch einen Zusatz eine 
rein mechanische Sedimentierung erzielt werden; enthalt z. B. 
ein Abwasser auBer kleinen, festen Bestandteilen SO,-Ionen, 
und erfolgt ein Kalkzusatz, so reiBt der sich bildende und 
fillende Gips auch die festen, kleinen Bestandteile mit zu Boden, 
und so wird eine Klarung des Abwassers herbeigefiihrt. 

Auch der umgekehrte Fall ist méglich, daB Kalksalze in 
dem Abwasser vorhanden sind, die durch Zusatz von SO,-Ionen 
zur Bildung von Gips fiihren. Bei solchen mechanischen Kla- 
rungen ist also eine genaue Kenntnis der Bestandteile des Ab- 
wassers notig. 


Wie nun schon erwihnt, hatte bereits Justus von Liebig 
Elektrolytzusitze vorgeschlagen, und zwar Calcium-, Alumi- 
nium- und Eisenverbindungen, die in der Tat eine starke 
sedimentierende Wirkung ausiiben. Die Ursachen dieses Ver- 
haltens waren damals nicht bekannt; jetzt lassen sie sich auf 
kolloidchemischer Grundlage in groBen Ziigen wenigstens 
angeben. 
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Die in stadtischen und Fabrikabwassern enthaltenen schad- 
lichen Bestandteile sind gréBtententeils kolloidgeléste und kol- 
loidveranlagte Substanzen und elektronegativ. Tritt nun zu 
diesen ein elektrisch positives Anion bestimmter Art, wie Ca’, 
Al”, Fe", so werden die kolloidgelésten und kolloidveranlagten 
Teilchen koaguliert, es entsteht eine lebhafte Bewegung im 
Abwasser, die die Teilchen von unten nach oben und in um- 
gekehrter Richtung treibt; sie ballen sich zu gréBeren Flocken 
zusammen und sinken rasch zu Boden. 

Dieser Elektrolytzusatz ist aber nur dann wirksam, wo 
Kolloide, ja sogar ganz bestimmte Kolloide in dem Abwasser 
enthalten sind; er eignet sich also keinesfalls zur Klérung von 
Abwassern, die selbst viel Elektrolyte enthalten, wie das bei 
den meisten anorganischen Abwassern der Fall ist. Da- 
gegen ist er anwendbar fiir Abwasser der Gerbereien bzw. 
Lederfabriken, Brauereien, Brennereien, Molkereien, PreBhefe- 
briken usw. 

Es kann aber auch vorkommen, da8 bei Fabrikwassern, 
die Kolloide enthalten, auf Zusatz des Ions Ca” oder Al” die 
Koagulation und somit die Klirung ausbleibt, da diese Ionen 
erstere nicht herbeizufiihren vermégen. 

Daher ist es vorgekommen, daB der von den Behérden 
besonders empfohlene Kalkzusatz zum Abwasser nicht nur 
volistindig unwirksam war, sondern sogar, wenn er im Uber- 
schu8 zugesetzt wurde und in den Vorfluter gelangte, schadlich 
wirkte, indem er sein Wasser verhiartete. So waren allmihlich 
diese Zusétze von Kalk-, Aluminium- und Eisenverbindungen 
in MiBkredit gekommen. 

Jetzt liBt sich aber sagen, daB8 in einem Abwasser, das 
elektronegative Kolloide enthalt, ein elektropositives Kation 
eine fallende und koagulierende Wirkung ausiibt, wahrend in 
einem Abwasser, das elektropositive Kolloide fiihrt, ein elektro- 
negatives Anion, z. B. das Hydroxylion, die gleiche Wirkung 
besitzt. 

Es scheint, daB in bezug auf die wirksamen Kationen 
dabei das periodische System eine Rolle spielt, indem die 
Kationen fast aller Elemente der zweiten Reihe: Mg”, Ca’, 
Ba’, Sr” eine sedimentierende Wirkung ausiiben, ferner einige 
der dritten Reihe, wie das Al”-Ion, und in der achten Reihe 
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das Ferriion; bei den Ejisensalzen ist die Valenz auch noch 
von Bedeutung. 

Die Kationen der anderen Schwermetalle, Pb” usw., 
sind nur in besonderen Fallen anwendbar. 

Die Klarung der stadtischen Abwasser erfolgt meistens 
in sog. Emscher- und Kremerbrunnen, auf rein mechani- 
schem Wege ohne jedes Zusatzmittel. 

Diese Klaérung ist aber, wie schon oben erwahnt, ganz 
unvollkommen; es werden nur die gréberen Bestandteile der 
Abwasser zum Absitzen gebracht, wihrend die kleineren und 
kleinsten festen Bestandteile, ferner die kolloid gelésten Sub- 
stanzen, die Farbstoffe des Urins und der Fiakalien in den 
Vorfluter gelangen, wo sie nun doch die Fischzucht schidigen 
und Seuchen verbreiten helfen kénnen. DaB kolloid geléste 
Stoffe in dem Ausflu8 des Abwassers in den Vorfluter enthalten 
sind, erkennt man leicht an der andauernden starken 
Schaumbildung, die nur Abwiisser hervorrufen, die viel Kol- 
loide enthalten*). 

Mit Hilfe dieser Brunnen ist also auch die Reinigung 
der staidtischen Abwisser eine unvollkommene; es ist daher 
unbedingt eine Nachklarung entweder nach meinem ,,Kol- 
loidtonreinigungsverfahren“*) oder nach dem biologi- 
schen Verfahren notwendig; bei letzterem auch noch eine 
Nachreinigung, welche die Entfernung von Triibungen be- 
zweckt, die durch die Bakterien hervorgerufen werden. 

Die Reinigung der stidtischen und Fabrikabwasser be- 
zweckt die Entfernung aller in ihnen enthaltenen schadlichen 
Substanzen, allzu zahlreicher anorganischer Salze, wie in 
den Endlaugen der Kaliwerke, der organischen und anorgani- 
schen Farbstoffe, der kiinstlichen, pflanzlichen und tierischen 
Farbstoffe, der Kolloide und Ole usw. 

In den Farbwerken kann zum Teil Entfarbung der Farb- 
stoffe im Abwasser dadurch erzielt werden, da8 Schwefelséure 
hinzugesetzt wird; es erfolgt dann eine Reduktion der Farbstoffe. 
Eine Entfernung der Farbstoffe aus dem Abwasser auf kolloid- 
chemischem Wege durch Adsorption besorgt der Kolloidton. 


‘) Vgl. P. Rohland, Der kolloide und krystalloide Zustand der 


Materie, Stuttgart 1910. 
%) Vgl. Chem. Ind. 1910; Kolloid Zeitschr. 1913. 
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Aus der Theorie der Klarung und Reinigung der Abwasser 
ergibt sich, daB das ,,Kolloidtonreinigungsverfahren“ sich vor- 
trefflich eignet zur Klarung und Reinigung der Abwasser der 
Textilwerke, der Farbwerke, Papier- und Pappen- 
fabriken, der Lederfabriken, der Brauereien, Brenne- 
reien, Molkereien, PreBhefefabriken, Rohrzucker- 
fabriken usw. und zur Nachklérung und Nachreinigung der 
staidtischen Abwiasser, daB es aber da nicht anwendbar 
ist, wo es sich darum handelt, anorganische Salze, die in 
groBerer Konzentration vorhanden sind, aus dem Abwasser zu 
entfernen, z. B. aus den Endlaugen der Kaliwerke. 

Diese enthalten aufSer Chlornatrium, Chlorkalium, Mag- 
nesiumsulfat in kleinen Mengen 29°/, Magnesiumchlorid. 
Aber es laBt sich jetzt doch ein Weg schon erkennen, auf 
dem eine Reinigung der Endlaugen méglich erscheint. 

Auch die Ablaugen der Sulfitcellulosefabriken, die 
ebenso wie die Endlaugen bisher kein brauchbares Reinigungs- 
verfahren hatten, lassen sich mit Hilfe des Kolloidtons reinigen, 
sogar laBt sich der braune Farbstoff, dessen Konstitution 
noch nicht naher bekannt ist, entfernen, nachdem er durch 
Oxydation und Zusatz von Eisensalzen in kolloides Berliner- 
blau iibergefiihrt worden ist. 

Auch auf dem Gebiete der Abwasserreinigung und -klarung 
kénnen theoretische Untersuchungen zu weiteren praktischen 
Erfolgen fiihren. 





Beitrag zur Entstehungsweise des 0. Loewischen 
Pupillenphanomens. 


Von 
A. Loewy und S. Rosenberg (Berlin). 


{Aus dem Tierphysiologischen Institut der Kgl. Landwirtschaftlichen 
Hochschule zu Berlin.) 


(Hingegangen am 19. Juli 1914.) 


Im Jahre 1908 verdéffentlichte O. Loewi') eine Beobach- 
tung, wonach die Eintraiufelung von Adrenalin in den Binde- 
hautsack von Hunden und Katzen nach Pankreasexstirpation 
eine Pupillenerweiterung hervorruft, die bei normalen Tieren 
nicht zustande kommt. Loewi erklart diese Mydriasis auf 
Grund der experimentell erwiesenen Tatsache, daB auf die Er- 
weiterung der Pupille zweierlei mit dem Nervus sympathicus 
zusammenhangende Krafte Einflu8 haben: ein fordernder, d. h. 
den Dilatator erweiternder und ein diese Erweiterung hemmen- 
der. Letzterer geht vom Ganglion cerviale superius aus und 
wird durch Inaktivierung dieses Ganglions aufgehoben. — Den 
Gegensatz, der sich zwischen normalen und des Pankreas be- 
raubten Tieren findet, erklart Loewi durch die Annahme, da8 
vom Pankreas hemmende Wirkungen auf den Sympathicus aus- 
gehen, deren Wegfall nach Exstirpation dieser Driise genau so 
wirkt wie eine Ausschaltung des Ganglion cervicale superius, 
d.h. nach Adrenalineintraufelung in den Bindehautsack des 
Auges eine Pupillenerweiterung zustande kommen 1aBt. 

Gelegentlich anderer Untersuchungen fiel uns auf, daB das 
Loewische Phinomen auch bei erhaltenem Pankreas unter 
gewissen Verhiltnissen zustande kommen kann. Eine weitere 
Verfolgung des Gegenstandes ergab uns nun, daB die Adrena- 


1) O. Loewi, Uber eine neue Funktion des Pankreas usw. Arch. f. 
experim. Pathol. u. Pharmakol. 59, 83, 1908. 
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linmydriasis tberall da eintrat, wo wir eine Hyperglykimie 
erzeugten. So fand sie sich nach Einspritzungen gréBerer 
Mengen von Thyreoglandol und Pituglandol, die, wie der eine 
von uns (R.) feststellen konnte, Hyperglykamie zustande bringen, 
ferner nach Injektion von Brenztraubensiure, die nach Paul 
Mayer’) gleichfalls zur Hyperglykamie und auch zur Glycosurie 
fiihrt. — Beobachtet wurde sie weiter nach kombinierter Ein- 
spritzung von Morphin und Thyreoglandol (bzw. Pituglandol), 
deren steigernder Effekt auf Blutzucker mit Auftreten von 
Glycosurie wir selbst*) beschrieben haben. 

Alle diese Beobachtungen erweckten in uns die Frage, ob 
nicht die Hyperglykamie als solche mit dem Loewischen Phi- 
nomen in ursachliche Verbindung zu bringen sei. Und in der 
Tat stellte es sich heraus, da®B durch Zuckeriiberladung 
des Kérpers hervorgerufene Hyperglykamie bei nor- 
malen Tieren Mydriasis auf Adrenalineintriufelung 
zustande kommen lat. — 

Von Versuchen an Kaninchen sahen wir bis auf zwei 
orientierende, die positiv ausfielen, ab, da bei diesen Tieren 
Mydriasis nach Adrenalininstallation auch ohne jede weitere 
Beeinflussung aufzutreten pflegt. Alle iibrigen Versuche wurden 
an Hunden ausgefiihrt. Die Zuckerzufuhr geschah entweder 
intravenés, wobei wir stets Anasthesierung des Operations- 
feldes mittelst Novocain-Kochsalzinjektion herbei- 
fiihrten*), oder per os durch Sondeneinfiihrung in den Magen. 
Bei der intravenédsen Injektion lieBen wir innerhalb 4 bis 5 Mi- 
nuten 50 bis 60 ccm einer Lésung von 25 g Dextrose in 80 g H,O 
einlaufen; bei der Zufuhr per os wurden 100 bis 125 g Dextrose 
in 200g Wasser gelést in den Magen eingegossen. Leider sind 
nicht alle Hunde gegen die EingieBungen unempfindlich; fast 
alle erbrachen einen mehr oder weniger groBen Teil der Zucker- 
lésung sofort oder nach mehr oder weniger langer Zeit. Ist 
bis zum Eintritt des Erbrechens geniigend resorbiert worden, 
so kann die Mydriasis trotzdem noch eintreten. 

1) P. Mayer, Uber Brenztraubensiure-Glucosurie usw. Diese Zeit- 
schr. 40; Derselbe, Weitere Untersuchungen usw. Diese Zeitschr. 49. 

*) A. Loewy und S. Rosenberg, Uber eine eigentiimliche Art von 
Glycosurie. Diese Zeitschr. 61, 189, 1914. 


*) A. Loewy und 8. Rosenberg, Uber die normale Héhe des 
Blutguckergehalts usw. Diese Zeitschr. 56, 114, 1913. 
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Neben den Versuchen mit Zuckerzufuhr fiihrten wir noch 
eine Reihe weiterer mit intravendser Infusion von Kochsalz- 
lésungen aus, um zu entscheiden, ob etwa bei den Zucker- 
versuchen die Hypertonie der Lésung das die Mydriasis aus- 
: Jésende Moment sei. Wir benutzen der Zuckerlésung isosmo- 
tische NaCl-Lésungen. Dabei ergab sich, daB Injektionen ma- 
Biger Mengen, bis zu 50 ccm, bei mittelgroBen Hunden von 
annahernd 10kg Gewicht keinen Effekt hatten. Dagegen war 
nach Einlauf von 150cem der NaCl-Lésung das Pupillen- 
phinomen meist positiv. Blutzuckerbestimmungen in diesen 
Versuchen zeigten, daB der Blutzuckergehalt hier iiber die Norm 
erhoht war. In einem Falle, wo auch bei dieser hohen Koch- 
salzdosis das Pupillenphinomen zur Zeit der Blutentnahme 
negativ war, erwies sich auch der Blutzuckergehalt als normal. 

Beziiglich des Verhaltens der mit groBen NaCl-Mengen in- 
fundierten Tieren mdchten wir bemerken, daB bei allen auf- 
fiel: lebhafter Durst, Drang zu Stuhl- und Urinentleerung und 
starke fibrillare Zuckungen fast der gesamten Rumpf- und 
Extremitatenmuskulatur. 

Fiir die Anstellung der Versuche ist wichtig zu beachten, 
da8 nach wiederholten Adrenalininstallationen zunachst ein Zu- 
stand eintreten kann, bei dem nach neuer Zuckeriiberladung 
auch ohne neve Adrenalineintraufelung Mydriasis auftritt. Bei 
weiterer Fortsetzung der Instillationen kommt dann ein Sta- 
dium, in dem im Gegensatz zu dem Vorhergehenden eine 
Unempfindlichkeit eintritt, derart, daB neue Zuckerzufuhr 
keine Wirkung mehr auf das Auge hat. Gegen diese Stérungen 
schiitzten wir uns — nachdem wir sie erkannt hatten — da- 
durch, daB wir nicht an aufeinander folgenden Tagen die Tiere 
in den Versuch nahmen, vielmehr ca. 8 Tage bis zu einem 
neuen Versuch vergehen lieBen, wobei wir dann wieder nor- 
male Verhialtnisse antrafen. 

Fiir die Feststellung der Pupillenreaktion ist zu beachten, 
daB sie nur in einem Teil der Fille langere Zeit in ausge- 
priagter Weise anhalt, so daB sie auch oberflachlicher Betrach- 
tung nicht entgehen kann. In anderen Fallen ist sie voriiber- 
gehend, so daB eine genaue, fortlaufende Besichtigung der Tiere 
notwendig ist, um sie nicht zu iibersehen. — Zuweilen ist die 
Erweiterung unter allen Umstanden sichtbar, zuweilen nur 

22* 
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bei AusschluB der akkomodativen Tatigkeit des Auges fiir die 
Nahe. 

Unsere Blutzuckerbestimmungen wurden an dem nach 
Rona-Michaelis enteiweiBten Blute polarimetrisch ausgefiihrt. 


Infusionsversuche. 
a) Mit Dextroselésungen. 


Versuch 1. 

22. V.14. Kaninchen von ca, 2 kg erhalt einige Tropfen Epirenan 
ins r. Auge instilliert. Danach keine Differenz der Pupillen. Injektion von 
10 ccm einer 45°/, igen Dextroselésung in eine 1. Ohrvene. Danach sofort 
zweite Instillation einiger Tropfen Epirenanlésung (1:1000) ins r. Auge. 
— Finf Minuten nach der Infusion sehr deutliche Erweiterung der r. 
Pupille. 

Versuch 2. 

22. V.14. Kaninchen von 2,35 kg erhalt Epirenan ins r. Auge. Da- 
nach keine Pupillendifferenz. Infusion von 10 ccm 45°/,iger Dextrose- 
lésung in eine 1. Ohrvene. Gleich danach zweite Epirenaninstillation. 
5 Minuten nach der Infusion ist r. Pupille erweitert und r. Bulbus vor- 
getrieben. Eine nach 24 Stunden wiederum ausgefiihrte Eintriufelung 
von Epirenan ins r. Auge blieb ohne Wirkung auf die Pupille. 


Versuch 3. 

23. V.14. Hund Wolf von 9kg. Epirenaneintraufelung ins r. Auge 
bleibt ohne Wirkung auf die Pupille. Infusion von 50 ccm einer 31°/, igen 
Dextroselésung in die 1. Vena jugular. extern. unter Lokalanisthesie. 
Danach sofort neue Epirenaninstillation. Eine Viertelstunde nach der 
Infusion deutliche Erweiterung der r. Pupille. 


Versuch 4. 
28. V.14. Hund Fritz erhalt 62 ccm eine 31°/, igen Dextroselésung 
in die 1. Vena jugular. extern. infundiert. Nach 5 Minuten Epirenan ins 
r. Auge. 14 Minuten nach dem Einlauf deutliche Erweiterung der r. Pupille. 


Versuch 5. 

29.V.14. Hund Fritz erhalt 70 ccm der 31°), igen Zuckerlésung in 
die r. Vena jugular. extern. Vor und nach der Infusion Epirenaninstil- 
lation ins 1. Auge. 7 Minuten nach der Infusion |. Pupille weiter als r.; 
verhalt sich so 15 Minuten lang. 


Versuch 6. 
9. VI.14. Hund Wolf (der bereits am 27. V., am 2. VI. nnd 5. VI 
im Versuch war) erhalt 60 ccm 31°/,ige Dextroselésung in die r. Vena 
femoral. Danach Epirenan ins 1. Auge. Hund ist nach der Infusion sehr 
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aufgeregt, rennt dauernd in gréBter Unruhe umher. Keine Wirkung auf 
die Pupille. 
Versuch 7. 

18. VI. 14. Hund Paul (der schon am 8., 15. u. 17. VI. zum Versuch 
diente) erhalt in die 1. Vena jugular. extern. 75 ccm der 31°), igen Dex- 
troselésung. Vor- und nachher Epirenan ins |. Auge. Bis zu 27 Minuten 
keine Wirkung. 

Versuch 8. 

25. VI. 14. Hund Paul erhilt 63cem der 31°/, igen Dextroselésung 
in die r. Vena jugular. Vor- und nachher Epirenan ins r. Auge. 7 Mi- 
nuten nach der Infusion ist die r. Pupille gréBer als die linke. Ebenso 
auch noch 10 Minuten spiter (jedoch nicht beim Akkomodieren). 


Versuch 9. 

6. VII. 14. Hund Manne erhalt 60 ccm der 31°/, igen Dextroselésung 
in die r. Vena femoral. Vor- und nachher Epirenan ins r. Auge. Bis 
zu 28 Minuten nach der Infusion keine Wirkung auf die Pupille. (Es be- 
steht Conjunctivitis auf beiden Augen.) Erst 33 Minuten nach der In- 
fusion ist die r. Pupille weiter als die linke, und bleibt es in gleicher 
Weise 15 Minuten lang. Jedoch schwindet die Differenz bei starker 
Belichtung und beim Fixieren naher Gegenstinde. 


b) Infusion von Kochsalzlésungen. 


Versuch 10. 

25. V.14. Hund Wolf. Infusion von 50ccm einer der Dextrose- 
lésung isosmotischen NaCl-Lésung (10°), ig) in die r. Vena jugular. 
extern. Gleich danach Epirenaneintriufelung ins 1. Auge. — 40 Minuten 
lang keine Wirkung. Danach abermals Infusion von 50 ccm 10°), iger 
NaCl-Lésung in die r. Vena jugular. mit neuer Epirenaninstillation. — 
30 Minuten lang keine Wirkung. 70 Minuten nach der zweiten Infusion 
ist die 1. Pupille wenig, aber deutlich weiter als die rechte. 


Versuch 11. 

5. VI. 14. Hund Wolf erhalt in die 1. Vena femoral. 60 cem 10°/, ige 
NaCl-Lésung. Danach Epirenan ins |. Auge. 70 Minuten lang keine 
Wirkung. Nunmehr EinguB von 100g Dextrose in 200g Wasser per 
Sonde mit neuer Epirenaninstillation. 36 Minuten danach ist ]. Pupille 
wenig, aber deutlich weiter als rechte. (Nach 2 Stunden Erbrechen 
groBer Fliissigkeitsmengen. ) 

Versuch 12. 

5. VI. 14. Hund Fritz erhalt in die 1. Vena femoral. 60 ccm der 
10°/, igen NaCl-Lésung. Epirenan ins 1. Auge. Bis zu 40 Minuten keine 
Wirkung auf die Pupille. Dann werden 100g Dextrose in 200 g Wasser 
gelést in den Magen gegossen. Neue Epirenaninstallation ins |. Auge. 
Nach 16 Minuten ist 1. Pupille weiter als rechte, |. Iris reagiert triage. 
— Nach 12 weiteren Minuten ist Pupillendifferenz sehr deutlich. 
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Versuch 13. 


12. VI. 14. Hund Fritz erhalt in die r. Vena femoral. 150 ccm 10°/,ige 
a) Kochsalzlésung. Vorher und nachher Epirenan ins r. Auge. Nach 
bi 10 Minuten r. Pupille etwas weiter als linke, Reaktion trige. Nach 
t weiteren 9 Minuten Erweiterung der r. Pupille deutlich. Nach noch 
weiteren 11 und 23 Minuten Erweiterung betrichtlich. 





Versuch 14. 


17. VI. 14. Hund Paul erhilt in die r. Vena femoral. 150 com 10°/,ige 
Kochsalzlésung. Vor- und nachher Epirenan ins r. Auge. 22 Minuten 
danach r. Pupille weiter als linke. 13 Minuten vor Eintritt der Pu- 
pillenerweiterung werden aus der r. Art. femoral. 45 com Blut ent- 
leert und nach Rona-Michaelis enteiweiBt. Das Blut enthilt 0,099°/, 
Dextrose (polarimetrisch festgestellt). 











Versuch 15. 


19. VI. 14. Hund Wolf erhalt in die 1. Vena jugular. intern. 150 ccm 
10°/,ige Kochsalzlésung. Vorher und nachher Epirenan ins |. Auge. 
5 Minuten nach Beendigung des Einlaufs ist die 1. Pupille weiter als 
die r., ebenso noch 30 Minuten danach, sowohl bei starker wie schwacher 
Beleuchtung. Nach eingetretener Pupillenerweiterung werden aus 1. Ca- 
rotis 48 com Blut entnommen. Dies enthilt 0,13°/, Dextrose. 





Versuch 16. 


23. VI. 14. Hund Fritz erhalt 150 com 10°/,ige NaCl-Lésung in die 
1. Vena jugular. intern. Epirenan vor- und nachher ins 1. Auge. 10, 20 
und 80 Minuten nach Einlauf |. Pupille deutlich gréBer als r. Nach 
Beginn der Erweiterung werden 46 ccm Blut aus 1. Carotis entnommen. 
Das Blut enthalt 0,216°/, Dextrose. 








Versuch 17. 


26. VI. 14. Hund Paul. Infusion von 150 ccm 10°/,iger NaCl-Lésung 
in die 1. Vena femoral. Epirenan vor- und nachher ins r. Auge. Bereits 
5 Minuten nach Beendigung der Infusion ist die Pupille erweitert und 
ist es noch nach 30 Minuten. Drei Minuten nach der Pupillenerweiterung 
werden 44ccom Blut aus der 1. Art. femoral. entnommen. Das Blut 
enthalt 0,16°/, Dextrose. 


a ROSE RTA T- 


Versuch 18. 


10. VII. 14. Hund Manne erhilt 150 com 10°/,ige NaCl-Lésung in 
die |. Vena femoral. Vor- und nachher Epirenan ins |. Auge. 29 Minuten 
nach der Infusion ist die 1. Pupille weiter als die r. Nunmehr Entnahme 
von 44 com Blut aus der |. Art. femoral. Dextrosegehalt des Blutes 
0,154°),. 
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EingieBungen von Dextroselésungen per os. 


Versuch 19. 

27.V.14. Hund Wolf erhalt nach 24stiindigem Fasten mittels 
Schlundsonde 100 g Dextrose, in 200 g Wasser gelést, in den Magen 
gegossen. Nach 5 Minuten Epirenaninstillation ins r. Auge. Bis 18 Mi- 
nuten danach keine Wirkung. Dann zweite Instillation. Erbrechen der 
Zuckerlésung. Keine Pupillendifferenz. 


Versuch 20. 

27.V.14. Hund Fritz (10°/, kg) erhalt per Sonde 100 g Dextrose 
in 200 g Wasser. Nach 3 Minuten Epirenan ins |. Auge. 13 Minuten 
lang keine Wirkung; ebensowenig nach einer zweiten Instillation bis zu 
38 Minuten nach der EingieBung. 


Versuch 21. 

30. V.14. Hund Fritz erhilt per Sonde 100 g Dextrose in 200 g 
Wasser. Vor- und nachher Epirenan ins 1. Auge. 7 Minuten nach der 
EingieBung |. Pupille sehr viel weiter als r. Reaktion der |. Iris auf 
Lichteinfall sehr trige. 30 Minuten nach der Infusion Pupillendifferenz 
noch sehr deutlich. 

Versuch 22. 
2. VI. 14. Hund Wolf erhalt 100 g Dextrose in 200 g Wasser per 
Sonde. Vor- und nachher Epirenaninstillation. Die Zuckerlésung wird 
sofort erbrochen. 30 Minuten lang keine Pupillendifferenz. 


Versuch 23. 

2. VI.14. Hund Fritz erhalt 100 g Dextrose in 200 g Wasser per 
Sonde. 40 Minuten und 27 Minuten vor dem EinguB je eine Epirenan- 
instillation ins r. Auge ohne Wirkung auf die Pupille. Nach dem Ein- 
guB dritte Instillation — 20 Minuten nach dem EinguB r. Pupille weiter 
als linke; 10 Minuten danach Differenz noch starker. 


Versuch 24. 

8. VI.14. Hund Paul (10,75 kg) erhalt 125 g Dextrose in 200 g 
Wasser in den Magen. Epirenan ins r. Auge. 18 Minuten nach Eingu8 
r. Pupille deutlich weiter als 1.; nach weiteren 5 Minuten ebenso. Rechte 
Iris reagiert triage, und Pupille bleibt bei Lichteinfall weiter als die |. 


Versuch 25. 
15. VI. 14. Hund Paul. Eingu8 von 125 g Dextrose in 200 g Wasser. 
Vorher und nachher Epirenan ins |. Auge. Nach 18 Minuten erbricht 
der Hund, doch ist die |. Pupille bereits weiter als r. 


Versuch 26. 

25. VI. 14. Hund Manne (6,3 kg) erhalt 100 g Dextrose in 200 g 
Wasser per Sonde in den Magen. Epirenan vor- und nachher ins I. 
Auge. 14 Minuten nach Eingu8 |. Pupille gréBer als r. 41 Minuten 
nach Eingu8 keine Differenz mehr; nach weiteren 7 Minuten Erbrechen. 
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Versuch 27. 

27. VI. 14. Hund Manne erhilt 100 g Dextrose in 200 g Wasser 
in den Magen. Vor- und nachher Epirenan ins |. Auge. Bis zu 1 Stunde 
keine Wirkung auf die Pupille. 





Versuch 28. 

3. VII. 14. Hund Manne (niichtern) erhalt 125 g Dextrose in 200g 
4 Wasser in den Magen. Vorher und 14 Minuten nachher Epirenan ins 
ality r. Auge. Keine Wirkung bis 46 Minuten nach dem Eingu8. Nach 
ae weiteren 71/, Minuten zweimaliges Erbrechen groBer Fliissigkeitsmengen. 
Wiahrend des Verlaufes einer weiteren Stunde keine Differenz der Pupillen. 




























Versuche mit Injektion von Extrakten diabetogener Driisen. 


Versuch 29. 

1. VII. 14. Hund Wolf erhalt 6,6 com 20°/,iges Thyreoglandol’) 
gleich 1,32 g frischer Driisensubstanz und dazu an anderer Stelle 0,2 g 
Morphin injiziert. Zwei Epirenaninstillationen ins 1. Auge in einem 
Zeitintervall von 26 Minuten. Bis zu 75 Minuten nach der Injektion 
keine Wirkung. Danach dritte Instillation. Nach weiteren 34 Minuten 
ist die ]. Pupille weiter als die r.; nach weiteren 8 Minuten ist sie doppelt 
so weit und verhdlt sich auch so nach noch weiteren 28 Minuten. 








Versuch 30. 

1. VII. 14. Hund Fritz erhalt 6,6 com 10°/,iges Pituglandol 
gleich 0,66 g frischer Driisensubstanz, dazu an anderer Stelle 0,2 g Mor- 
phin injiziert. Zwei Epirenaninstillationen 5 und 23 Minuten nach der 
Injektion. 62 Minuten nach der Injektion noch keine Wirkung auf die 
Pupille; hierauf dritte Instillation. Nach weiteren 16 Minuten ist die 
]. Pupille gréBer als die r. Nach abermals 19 Minuten iibertrifft sie 
die r. um das Doppelte und nach weiteren 23 Minuten um das ca. Drei- 
fache bei heller Beleuchtung. 





Versuch 31. 

13. VII. 14. Hund Fritz erhalt subcutan 10 com 20°/,iges Thyreo- 
glandol gleich 2 g frischer Driisensubstanz. Gleich danach und 42 Mi- 
nuten spater Epirenan ins r. Auge. Wirkung auf die Pupille nicht 
wahrnehmbar bis zu 2 Stunden. Das nun aus der r. Femoral. ent- 
nommene Blut (46 ccm) enthielt 0,113°/, Dextrose. 





Versuch 32. 

16. VII. 14. Hund Paul erhélt 13 com 20°/,iges Thyreoglandol 
gleich 2,6 g frischer Driisensubstanz subcutan injiziert. Nach 31/, Stunden 
Epirenan ins 1. Auge; ebenso nach weiteren 15 und abermals 35 Minuten. 





1) Die benutzten Glandole wurden uns von der Firma Hoffmann 
La Roche & Co. in Basel und Grenzach in freundlichster Weise zur 
Verfiigung gestellt. 
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4*/, Stunden nach der Injektion erscheint 1. Pupille erweitert und ist 
es auch wahrend der Blutentnahme, die 5*/, Stunde nach der Injektion 
erfolgt. Das aus der r. Femoral. entnommene Blut (49 cem) enthielt 
0,143°/, Dextrose. — 6 Stunden nach der Injektion Dilatation sehr 
deutlich. 


Wir fiigen hier noch einige Versuche alteren Datums an: 


Versuch 33. 
10. VII. 12. Einem kleinen Hunde werden friih 3 Uhr subcutan 


5 ccm Epirenan injiziert. Um 11 Uhr abermals 5 ccm Epirenan sub- 
cutan und Instillation einige Tropfen ins r. Auge. Um 1 Uhr r. Pupille 
dilatiert. 
Versuch 34. 
10. VII. 12. Einem zweiten Hunde werden um 8 Uhr friih 5 ccm 
Epirenan subcutan injiziert. Um 11 Uhr noch 3 ccm und Instillation 
ins r. Auge. Um 1 Uhr r. Pupille dilatiert. 


Versuch 35. 


19. VII.12. Derselbe Hund erhailt um 7 Uhr friih 10 com Epi- 
renan subcutan. Um 10*/, Uhr Instillation von Epirenan ins r. Auge. 
Nach 1 Stunde starke Pupillenerweiterung. Am 20. VII. fiihrt erneute 
Instillation von Epirenan ins r. Auge noch zu Pupillendilatation. Harn 
an diesem Tage schon ohne Zucker. Am 22. VII. wirkt Epirenan nicht 
mehr aufs Auge. 

Versuch 36. 

16. VII. 12. Hund erhalt 1 com Pituitrin gleich 0,2 g frischer 
Substanz um 7'/, Uhr friih. Ebenso nochmals um 10'/, Uhr. Epirenan- 
instillation in ein Auge ohne Erfolg. — Am 17. VII. wiederum zweimal 
je 1 com Pituitrin um 7'*/, und 10*/, Uhr. Nach der zweiten Injektion 
Epirenaninstillation mit positivem Erfolg nach 1 Stunde. — Am 18. VII 
wiederum zweimal je 1 ccm Pituitrin mit folgender Epirenaninstillation 
ins r. Auge. '/, Stunde danach deutliche Pupillenerweiterung r. 


Versuch 37. 

31. VII. 12. Hund erhalt friih 8'/, Uhr 4 com Pituglandol gleich 
1,6 g frischer Driisensubstanz. Epirenan nach 21*/, Stunden mit fiir 
1 Stunde negativem Erfolge. Am I. VIII. 7 Uhr friih wieder 4 ccm 
Pituglandol. Um 11*/, Uhr Epirenan ins Auge mit positivem Er- 
folg. Am 2. VIII. Wiederholung des Versuches mit gleichem positiven 
Erfolg. 

Versuch 38. 


21. X.12. Kleine Hiindin erhalt um 7*/, Uhr friih 6,6 com 20°/,iges 
Thyreoglandol gleich 1,32 g frischer Substanz. Um 9*/, Uhr und 
um 11 Uhr Epirenan ins r. Auge, ebenso um 11'/, und 12'/, Uhr. Um 
12%/, Uhr deutliche Dilatation der r. Pupille. 
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Phlorizin-Versuche. 


Versuch 39. 

1. VII. 14. Hund Manne erhalt 0,6 g Phlorizin subcutan in 10 com 
0,5°/,iger Sodalésung. Danach Epirenan ins |. Auge. Bis zu 1 Stunde 
urd 38 Minuten keine Wirkung auf die Pupille. Im Harn reichlich 


Zucker. 
Versuch 40. 


3. VII. 14. Hund Paul erhaélt Epirenan ins r. Auge. Danach 1,0 g 
Phlorizin in 30 ccm 0,5°/,iger Sodalésung. 15 Minuten danach zweite 
Instillation. Keine Pupillendifferenz beobachtet. 

Aus den vorstehenden Versuchen ergibt sich, daB Hyper- 
glykimie, die herbeigefiihrt ist sei es durch Uberschwemmung 
des Kérpers mit Dextrose- oder konzentrierten NaCl-Lésungen, 
sei es durch Injektion von Extrakten diabetogener Driisen mit 
oder ohne Morphin, sei es durch Brenztraubensaiure oder Pan- 
kreasexstirpation, bei sonst normalen Tieren mit einem posi- 
tiven Ausfall des Loewischen Phanomens einhergeht. Das steht 
scheinbar in Widerspruch mit einer Angabe von O. Loewi’), 
wonach der Zuckerreichtum der Gewebe es nicht ist, durch 
den die Augenreaktion ausgelést wird. Loewi kam zu dieser 
SchluBfolgerung auf Grund der Tatsache, daB ein laingere Zeit 
nach partieller Pankreasexstirpation diabetisch gewordener Hund 
wihrend der ganzen Dauer dieses Versuches keine Mydriasis 
nach Adrenalineintraufelung zeigte. Aus der Mitteilung Loewis 
muB8 man schlieBen, daB er tiglich das Augenphinomen priifte, 
also tiglich Adrenalin eintraufelte. Dabei diirfte das zustande 
gekommen sein, was wir oben bereits erwahnt haben, naimlich 
eine allmahlich eingetretene Unempfindlichkeit der Augen gegen- 
iiber dem Adrenalin. 

Wenn schon auf Grund des vorstehenden Materials nicht 
anzunehmen ist, daB der positive Ausfall des Pupillenphinomens 
in unseren Versuchen auf eine Beintrachtigung der pankrea- 
tischen Funktion zuriickzufiihren sei — man miiBte denn auf 
dem Standpunkt stehen, daB jede Hyperglykimie zu einer 
Schadigung der endokrinen pankreatischen Funktion fiihrt, ein 
Standpunkt, fiir den eine geniigende experimentelle Grundlage 
nicht vorliegt — so wird die Unabhingigkeit des Phainomens 
vom Pankreas durch den folgenden Versuch direkt erwiesen. 


*) 0. Loewi, 1. c. S. 90 Anmerkung. 
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Versuch 41. 

Dem Hunde Wolf wird am 22. VII. das Pankreas total 
exstirpiert. Am 23. tritt vormittags auf Epirenaninstillation 
ins r. Auge innerhalb weniger Minuten eine sehr erhebliche 
Pupillenerweiterung ein. Nunmehr erhalt der Hund im Laufe 
der nachsten 7 Stunden dreimal je 0,5 g Phlorizin in soda- 
alkalischer Lésung subcutan injiziert. Dreiviertel Stunden 
nach der letzten Injektion erfolgt auf eine neue Epirenan- 
instillation ins r. Auge keine deutliche Pupillenerweiterung 
innerhalb 25 Minuten. Das jetzt entnommene Blut enthielt 
0,07°/, Dextrose. 

In diesem Falle haben wir bei einem des Pankreas be- 


raubten Tiere positive Reaktion zur Zeit der Hyperglykimie. 
Nachdem durch Plorhizin die Hyperglykimie in Hypoglykimie 
verwandelt war, trat keine Pupillenerweiterung mehr ein. — 


Nach dem Ausfall der hier mitgeteilten Versuche kann die 
s. Z. von O. Loewi gezogene SchluBfolgerung heute nicht mehr 
aufrecht erhalten werden; namlich der SchluB, daB der positive 
Ausfall der Adrenalinreaktion charakteristisch ist fiir das Be- 
stehen einer Pankreasaffektion, und daB er bei Diabetikern 
die pankreatogene Entstehung der Krankheit anzeigt. 

Wir selber miissen das Pupillenphinomen als eine Folge 
der Hyperglykaimie betrachten, sei es nun, daB der erhéhte 
Zuckergehalt des Blutes sympathische Férderungsfasern reizt 
oder sympathische Hemmungsfasern lihmt. Was von beiden 
Modalititen zutrifft, hoffen wir durch eine spitere Untersuchung 
klarstellen zu k6nnen. 

Nach unserer Auffassung miiBte das Loewische Phinomen 
zur Konstatierung einer einen gewissen Grad erreichenden 
Hyperglykamie dienen kénnen und dadurch bei Beachtung 
geeigneter Kautelen die Differenzierung zwischen Diabetes 
sensu strictiori und Glycosurie renalen Ursprungs ermdglichen. 
DaB in letzterem Falle trotz der bestehenden Glycosurie das 
Pupillenphinomen nicht zustande kommt, beweisen die beiden 
oben an letzter Stelle mitgeteilten Phlorizin-Versuche. 
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Uber die Einwirkung von alkoholischen Sauren auf 
Eiweifstoffe. 
Von 
J. Herzig und K. Landsteiner. 


(Hingegangen am 22. Juli 1914.) 


Die Ergebnisse unserer Untersuchung’) iiber mit Diazo- 
methan methyliertes EiweiB legten es nahe, den Nachweis eines 
Eintrittes von Alkylgruppen auch bei jenen Produkten zu ver- 
suchen, die bei der Einwirkung von alkoholischen Siuren auf 
Proteine entstehen. Diese Reaktion fiihrte zuerst Suida®) an 
Schafwolle und Seide bei Untersuchungen iiber die Farbung 
animalischer Fasern aus und zog das Stattfinden von Alkylie- 
rungen oder Anhydrisierungen in Erwagung. Landsteiner®) 
behandelte in derselben Weise Casein, Blutkérperchenstromata 
und SerumeiweiB unter gleichzeitiger serologischer Priifung der 
entstandenen Substanzen. Da durch dieses Verfahren die Pro- 
teine serologisch ungleich stirker verindert wurden als bei der 
Behandlung mit gleich konzentrierten wasserigen Siuren, konnte 
eine betrichtliche chemische Verinderung vermutet werden, 
zumal bei der Einwirkung von Diazomethan eine Beziehung 
zwischen der serologischen und chemischen Verinderung sich 
ergeben hatte. 

Uber die Einwirkung von alkoholischer Salzsiure auf Ei- 
weiB liegen noch Angaben von Br. O. Piibram‘) sowie von 
Abderhalden und Hanslian®) vor, doch ist der Gegenstand 


*) Diese Zeitschr. 61, 458, 1914. 

*) Monatsh. f. Chem. 25, 1107, 1904; 26, 413 u. 855, 1905; 27, 225 
u. 1193, 1906. 

*) Centralbl. f. Bakt. 41, 108; diese Zeitschr. 58, 362. — Landsteiner 
und Prasek, Zeitschr. f. Immunitatsf. 17, 363, 1913; 20, 211, 1913. 

*) Zeitschr. f. phys. Chem. 71, 472, 1911. — Vgl. auch Schritter, 
Monatsh. f. Chem. 16, 609, 1895. 

5) Ebenda 77, 285, 1912. 
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dieser Arbeiten hauptsachlich die Hydrolyse unter gleichzeitiger 
Esterifizierung. 

Wir haben in der Absicht, die Hydrolyse méglichst zu 
vermeiden, die Versuche so ausgefiihrt, wie sie von Land- 
steiner und PraSek*) mitgeteilt wurden. 

In bezug auf die Bestimmung von OCH, und NCH, ist 
an das zu erinnern, was wir schon*) erwahnt haben. Die Werte 
konnen demnach nach der bisherigen Auffassung héchstens zu 
klein sein. Im iibrigen werden sich méglicherweise in Zukunft, 
wenn wir den Athyl- durch Methylalkohol ersetzen werden, nach 
der Modifikation von Kirpal*) exaktere Werte erhalten lassen. 

Um den Vergleich der beiden Versuchsreihen — Einwirkung 
von Diazomethan und alkoholischen Sauren — zu erleichtern, 
wollen wir neben den Werten fiir OC,H, auch die auf OCH, 
umgerechneten Werte in °/, angeben. 


I. Serumeiwei8 vom Pferd, Athylalkohol und Salzsaure. 
. Bei gewohnl. Temp. gesiitt., 24" stehen gel.. . 4,07 OC,H, = 2,81 OCH, 
4,29 OC.H, = 2,96 OCH, 
2. » ca. 62°, 48" 1,8°/,ige Salzsiure . . . . 6,47 O0C,H, = 4,46 OCH, 
3. » » 62%, 48% 0.9% ige —» . . . « 5,5400C,H, = 3,82 OCH, 
4. » » 62° 439 0.36%, ige » . . . - 5,24 O0C,H, = 3,64 OCH, 


II. Serumeiwei8 vom Pferd, Athylalkohol und Schwefelsaure. 
1. Bei 37°, 48" 1°/,ige Schwefelsiure .. . . 5,15 0C,H, 3,55 OCH, 
2. » 62°, 48" 1%, ige - . . » . 6,15 OCH, = 4,24 OCH, 
3. » 62°, 48" 0,4°/,ige - . . . « 5,90 OCH, = 4,07 OCH, 
4. » 62°, 48" 02°) ige ” . . » « 5,03 OC,H, = 3,47 OCH, 
5. » 62°, 48" 0,1°%,ige - . . . « 3,22 OCH, = 2,22 OCH, 


AuBerdem ist noch ein Versuch zu erwahnen, bei dem 
Eiwei8 mit Alkohol allein durch 48 Stunden bei ca. 62° be- 
handelt wurde. Er ergab 0,31 OC,H, = 0,26 OCH,, so dab 
der Schlu8 berechtigt erscheint, daB tatsachlich die Anwesen- 
heit von Saéiure, wenn auch in geringer Menge, fiir die Reaktion 
notwendig ist. 


‘) Zeitschr. f. Immunitatsf. 20, 211. 

*) Diese Zeitschr., 1. c. Wir haben seither eine blinde Methoxyl- 
bestimmung mit einer 10°/,igen Jodcadmiumlésung als Waschfliissigkeit 
gemacht. Das Resultat war ein rein negatives, es geht also auch unter 
diesen Umstinden keine Jodwasserstoffsaure iiber. 


5) Berl. Ber. 47, 1084, 1914. 
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Was das Alky] am Stickstoff anlangt, so haben wir nach 
der Behandlung mit Alkohol und Salzsiure kaum mehr er- 
halten, als das Serumeiwei8 an sich schon lieferte. Wir fanden 
jetzt 1,2 bis 1,9 CH, an N gebunden, wahrend der friiher*) 
fiir nichtbehandelte Eiweikérper gefundene Wert 1,07 bis 
1,78 CH,, an N gebunden, betrug. 

DaB bei der Behandlung mit alkoholischen Sauren Alkyl 
iiberhaupt aufgenommen wird, ist als zweifellos zu betrachten. 
Es sind nur verschiedene Moglichkeiten der Art der Bindung in 
Erwagung zu ziehen, und aufSerdem entsteht noch die Frage, 
inwieweit die Alkylderivate von noch unzersetztem EiweiB ab- 
stammen. ‘ 

Ohne diese Fragen vollkommen erledigen zu wollen, ist 
in bezug auf die Art der Alkylierung folgendes zu bemerken. 
Da eine Vermehrung des Gehaltes an Salzsiure bzw. Schwefel- 
siure bei dem behandelten Eiwei8 zu konstatieren ist, kénnte 
man an eine Addition von Chloralkylen oder Alkylschwefelsiuren 
denken. Die Addition von Chloralkylen kénnte normalerweise 
nur den Alkylgehalt am Stickstoff vermehren, und nicht den 
am Sauerstoff. Tatsichlich findet aber das Umgekehrte statt. 
Gegen die Mdglichkeit, daB die nachgewiesenen Alkylgruppen 
nur von der Addition von Alkylschwefelsiure herriihren, ist 
aber vorlaiufig die nachstehende Beobachtung anzufiihren. 

LaBt man auf das mit alkoholischen Saéuren behandelte 
Serumeiwei8 Diazomethan einwirken, so erscheinen die Werte 
fiir OCH, nur wenig verandert, wihrend die Werte fiir an N 
gebundenes CH, auf die normale Héhe des mit Diazomethan 
allein behandelten SerumeiweiBes ansteigen. Es ist daraus 
zu schlieBen, daB ein Teil der sonst mit Diazomethan reagierenden 
Hydroxyl- bzw. Carboxylgruppen durch die vorausgehende 
Behandlung mit alkoholischen Sauren schon alkyliert wurde. 

Bei den folgenden analytischen Daten ist zur besseren Uber- 
sicht das ganze Jodsilber auf OCH, bzw. CH, gerechnet worden. 


I. SerumeiweiB vom Pferd, mit gesattigter alkoholischer 
Salzsiure 245 behandelt. 
a) Vor der Behandlung mit Diazomethan. . . 3,06 OCH, 
b) Nach » ” ” - - . . 3,91 OCH, 
5,11 CH, an N gebunden. 
1) Diese Zeitschr., 1. c. 
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II. Serumeiwei8 vom Pferd, mit 0,4°/,iger alkoholischer 
Schwefelsaiure bei 62° 48" behandelt. 


a) Vor der Behandlung mit Diazomethan. . . 4,07 OCH, 
b) Nach » ” ” ” .. . 4,88 OCH, 
4,66 CH, an N gebunden. 


Ill. Serumeiwei8, mit 1°/,iger alkoholischer Schwefelsiure 
bei 62° 48" behandelt. 


a) Vor der Behandlung mit Diazomethan. . . 3,55 OCH, 
b) Nach » ” ” ” o E-8 4,49 OCH, 
4,46 CH, an N gebunden. 


Mit Riicksicht auf diese Ergebnisse halten wir es vorliufig 
fiir sehr wahrscheinlich, daB die Alkylgruppe an den Sauerstoff 
tritt, und zwar kommt dabei hauptsiichlich die Carboxylgruppe 
in Betracht, weil, wie es schon Landsteiner’) erwahnt, die 
mit alkoholischen Séiuren behandelten Priparate die Millonsche 
Reaktion noch liefern. 

Schwieriger gestaltet sich die Beantwortung der zweiten 
Frage. Immerhin ist aber die Einwirkung der alkoholischen 
Sauren nach dem benutzten Verfahren eine anscheinend sehr 
gelinde, die vom Eiwei8 abfiltrierte Fliissigkeit ist nicht oder 
sehr wenig gefarbt, das EiweiB selbst bleibt weiB, und auBer- 
dem zeigten sich bei den daraufhin gepriiften Darstellungen sehr 
geringe Gewichtsverluste, bisweilen sogar eine kleine Gewichts- 
zunahme des EiweiBes. Es ist also die Annahme nicht unberech- 
tigt, daB bei der Reaktion nur eine geringe Hydrolyse stattfindet. 

Die abgehandelten Versuche und Bestimmungen sind mit 
den Herren Zipperer und Schuster ausgefiihrt worden. 


1) Diese Zeitschr., |. c. 











Versuche iiber einseitige Ernahrung. 
II. Mitteilung. 
Wasserverteilung und Odembildung bei Salzzufuhr. 
Von 
Paul Tachau. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut StraBburg i. E.) 
(Hingegangen am 23. Juli 1914.) 


Wie in der 1. Mitteilung’) gezeigt wurde, fiihrt eine vor- 
sichtige Zufuhr indifferenter Salze bei der Maus zu Odem- 
bildung. Die Analogie mit gewissen Zusténden beim mensch- 
lichen Saéugling lieBen es wiinschenswert erscheinen, experimentell 
genauer zu verfolgen, ob dabei erhebliche Anderungen im 
Wasser- und Salzbestande des Organismus eine Rolle spielen. 
Besonders die Leichtigkeit, mit der beschriebenen Anordnung 
gréBere Versuchsreihen aufzustellen und damit eine breitere 
Grundlage fiir die Beurteilung der Resultate zu gewinnen als 
bisher méglich war, schien diese Bemiihungen aussichtsreich 
zu machen. 

Die Zahl der bisher vorliegenden Untersuchungen iiber 
den EinfluB8 einer ungeeigneten Ernahrung auf die Zusammen- 
setzung des Korpers ist wegen der Schwierigkeiten in der Be- 
schaffung geeigneter Versuchs- und Vergleichsobjekte sehr spar- 
lich. Bei der Verwendung gréBerer Tiere ist die Zahl der 
Parallelversuche schon dadurch sehr beschrinkt, da8 man nur 
bei Individuen des gleichen Wurfes auf einigermaBen vergleich- 
bare Zahlen hoffen darf. Dazu kommt, daB die komplizierte 
Zusammensetzung der Nahrung die Entscheidung der Frage 
erschwert, welche spezielle Nahrungskomponente fiir die Wir- 
kung verantwortlich zu machen ist. Dies gilt z. B. fiir die 


) Diese Zeitschr. 65, 258, 1914. 
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wertvollen Experimente von Orgler’), Eckert*) und Lederer’), 
nach denen junge mit Kuhmilch genahrte Hunde etwas mehr 
Wasser enthielten als die gesiugten resp. nach AbschluB der 
Saiugeperiode gemischt ernihrten Geschwister. Demgegeniiber 
scheinen die Weigertschen Versuche‘) ziemlich einwandfrei 
zu erweisen, dab eine Kohlenhydratiiberfiitterung junger Hunde 
mit Wasserspeicherung einhergeht. 

Weit weniger Sicherheit bieten, wie das in der Natur der 
Sache liegt, die an Sauglingen®) ausgefiihrten Untersuchungen. 
War schon im Tierversuch die Auswahl der Vergleichsobjekte 
schwierig, so ist es hier ganz unmdglich, zuverlassige Kontrollen 
und eine zu exakten SchluBfolgerungen ausreichende Statistik 
zu_beschaffen. 

Meine Untersuchungen sind an dem in der vorigen 
Mitteilung verdffentlichten Material ausgefiihrt, sie beziehen 
sich auf den Wasser- und Chlorgehalt von einseitig 
ernahrten Mausen. Die Tiere wurden in Chloroformnarkose 
getétet. Um durch den verschieden groBen Darminhalt nicht 
unberechenbare Fehler in Kauf zu nehmen, wurde der Intesti- 
naltrakt vom Magen abwarts nicht mit verarbeitet. 
Zwar lieB sich dabei wiederum eine Ungenauigkeit nicht ver- 
meiden, némlich der Verlust von wechselnden Mengen der in 
der Darmwand und auBen am Darme haftenden Fliissigkeit. 
Durch eine gréBere Zahl von Untersuchungen durfte man in- 
dessen hoffen, die so gegebene Unsicherheit ginzlich auszu- 
schalten. — Nach Herausnahme des Darmes wurden die Tiere 
mit der Schere gut zerkleinert und bei 110° bis zur Gewichts- 
konstanz (auf Zentigramm) getrocknet. 

Zur Fettbestimmung wurde die friiher allgemein iibliche 
Atherextraktion nach vorausgegangener kurzer Alkoholextraktion 
benutzt. Sie wurde der Bestimmung der Fettsiuren nach 
Kumagawa-Suto hauptsichlich deshalb vorgezogen, weil die 


1) A. Orgler, diese Zeitschr. 28, 359, 1911. 
*) H. Eckert, Ursachen und Wesen angeborener Diathesen, Ber- 
lin 1913. 
5) R. Lederer, Zeitschr. f. Kinderheilk. 10, 365, 1914. 
*) R. Weigert, Jahrb. f. Kinderheilk. 61, 256, 1905, 
5) F. Steinitz, Jahrb. f. Kinderheilk. 59, 447, 1904. — Steinitz 
und Weigert, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 206, 1905. 
Frank und Stolte, Jahrb. f. Kinderheilk. 78, 167, 1913. 


Biochemische Zeitscbrift Band 67. 93 
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extrahierte Substanz weiter verarbeitet werden sollte. Die 
Natur des Atherextraktes wurde nicht weiter untersucht. Da& 
er auBer genuinem Fett ziemlich viel Lipoide enthalten muBte, 
ist selbstverstandlich, schon in Hinblick darauf, daB Gehirn 
und Riickenmark mit extrahiert wurden. Andererseits blieben 
bei der Extraktion kleine Mengen (0,05 bis 0,1 g) atherléslicher 
Stoffe im Riickstande, die durch Verseifung desselben noch 
gewonnen werden konnten. In den vorliegenden Versuchen 
konnte dieser Fehler vernachlassigt werden. Die Fettbestimmung 
verfolgte namlich wesentlich den Zweck, festzustellen, inwieweit 
die Fettdepots gefiillt resp. erschépft waren und so die Még- 
lichkeit fiir eine Berechnung zu schaffen, wie sich die Wasser- 
verteilung in der fettfreien K6rpersubstanz gestaltet hat. Der 
Einwand, den Rubner’) zuerst alteren Untersuchungen gegen- 
iiber geltend machte, daB der verschiedene Fettreichtum zweier 
Tiere eine Verschiebung der in Betracht kommenden Kompo- 
nenten vortaéuschen kénnte, ohne daB sie in Wirklichkeit be- 
steht, diirfte allgemein anerkannt sein. Das trifft aber nur 
den Gehalt an Fett im Fettgewebe, das nur wenig Wasser 
enthalt, nicht aber den Gehalt an molekularem, in den Gewebs- 
elementen verteilten Fett, das itibrigens zum groBen Teil gar 
nicht aus echtem Fett besteht. Da nun das Fettgewebe bei 
dem angewandten Verfahren sein Fett bei der Extraktion leicht 
abgibt, halte ich fiir unseren Zweck die ohne Verseifung ge- 
fundenen Zahlen fiir die zutreffenderen. Ubrigens veranlaBt das 
bei der.Verseifung erhaltene Plus bei der prozentischen Berech- 
nung des Wassergehaltes nach meinen Kontrollversuchen nur eine 
Erhéhung in der ersten Dezimale (z. B. in Versuch 93: 74,8 statt 
74,4°/,), was hier um so weniger ins Gewicht fallt, als es sich vor 
allem um die Gewinnung von vergleichbaren Werten handelt. 

Nach der Extraktion wurde in einem Teil der Versuche der 
gesamte Riickstand nach dem Verfahren von Stolte*) verascht 
und in dem mit Salpetersiure versetzten Aschenauszuge die Chlor- 
titration nach Volhard ausgefiihrt. Wegen der minimalen Chlor- 
mengen verwandte ich "/,,-Lésungen, nachdem ich mich iiberzeugt 
hatte, daB dabei der Farbenumschlag vollkommen scharf war. 

1) Rubner, v. Leidens Handbuch der Ernahrungstherapie 1, 


50, 1898. 
*) K. Stolte, diese Zeitschr. 35, 104, 1911. 
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Tabelle I gibt zunichst eine Ubersicht iiber die an Nor- 
mal-, Karenz-, Fett- und Zuckertieren ausgefiihrten 
Analysen. 

Tabelle I. 


Wassergehalt der Normal-, Karenz-, Palmin- und Zuckertiere. 
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Die Zusammenstellung lehrt in Bezug auf die Wasserver- 
teilung, daB der Wassergehalt nach Ausschlu8 des Darmes und 
seines Inhalts, bezogen auf die fettfreie Korpersubstanz, viel 
weniger schwankt als bei Berechnung auf fetthaltige Substanz, 
wie nach dem oben Gesagten zu erwarten war. Es ergibt sich 
im Mittel: 
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fiir 12 Normaltiere zu 74,8°/, mit einer mittleren Ab- 
weichung’) von + 0,49, 

fiir 6 Karenztiere zu 73,5°/, mit einer mittleren Ab- 
weichung von + 0,38, 

fir 9 Zuckertiere zu 74,4°/, mit einer mittleren Ab- 
weichung von + 0,60, 
Die Palmintiere schlieBen sich den Carenztieren an. Da 
mir nur 3 Analysen zur Verfiigung stehen, fiihre ich keine 


Mittelzahlen an. 
Tabelle II. 


Wassergehalt der Salztiere. 
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Tabelle II zeigt zuniachst, daB der Inhalt des Darmes, wie 
bei den Zuckertieren, etwas vermehrt ist. Sein Gewicht betragt 
2,26 bis 4,60 g und ist im Mittel 22°/, des Kérpergewichtes. 

Der mittlere Wassergehalt, auf fettfreie Kérpersubstanz 
berechnet, ergibt sich: 

fiir 15 Kochsalztiere zu 74,6°/,, mit einer mittleren Ab- 
weichung von + 0,36, und 

fiir 6 Phosphat- und Lactattiere zu 74,6°/,, mit einer 
mittleren Abweichung von + 1,45. 

Danach ist er von dem der Normaltiere nicht ver- 
schieden. Eine Ausnahme hiervon macht Versuch Nr. 124. 
Hier kam es tatsachlich zu einer starken Wasseranhaufung. Eine 
Parallele zu diesem Versuch bildet Nr. 8, wo sich bei einem 
Kochsalztier die hochgradige Hautwassersucht auch in der Ge- 
wichtskurve auBerordentlich deutlich geltend machte (vgl. I. Mit- 
teilung, Fig. 2). 

Es fragte sich nun, ob nach der Zufuhr von so viel Salz 
die Kérperfliissigkeiten einen héheren Salzgehalt aufwiesen. 
Auch das war nicht der Fall. 


Tabelle III. 
Chlorgehalt. 





Kochsalztiere Normaltiere 








~Gesamt- | Auf K6rper- 
chlor | ‘wasser 


0 
| 0 
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0,15 0,17 
0,16 0,20 
0,21 ¢ | 0,21 
0,22 0,22 
0,24 | 0,26 
0,24 | 0,28 
0.25 


Mittel 0,21 

















Mittel | 0,22 


Diese Resultate scheinen auf den ersten Blick mit den 
Anschauungen im Widerspruch zu stehen, die man sich in den 
letzten Jahren beziiglich der Abhingigkeit der Odembildung 
von Wasser- und Salzretention gebildet hat. A priori sollte 
man erwarten, daB die ()dembildung mit einer Erhéhung des 
prozentischen Wasser- und Salzgehaltes des Gesamtorganismus 
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einhergeht, da’ die hydropischen Ergiisse ja erheblich weniger 
feste Bestandteile enthalten als der Durchschnitt des Tierkérpers. 
Das ist aber, wie aus obigen Analysen hervorgeht, bei den 
gewahlten Versuchsbedingungen durchaus nicht der Fall — mit 
Ausnahme des Versuchs Nr. 124. Es ist nun leicht einzusehen, 
da die Wasserretention in dem vor der Analyse ausgeschal- 
teten Darm, die im Mittel 6°/, des Kérpergewichts betragt 
(Darmgewicht der Salztiere 22°/,, der Normaltiere 16°/,), auch 
nicht allein dazu ausreicht, die Gewichtsschwankungen und be- 
sonders die tibermaéBigen Gewichtszunahmen zu erklaren, wie 
sie in der I. Mitteilung als charakteristisch fiir die Salztiere 
geschildert wurden’). Immerhin ist hier wie bei den Zucker- 
tieren zuzugestehen, daB der Fillungszustand des Darmes einen 
gewissen Anteil an den Gewichtsschwankungen haben kann. 
Fiir die Beurteilung der hydropigenen Wirkung der Salzfiitte- 
rungen kann aber von der Wasserretention im Darme voll- 
stiindig abgesehen werden. Die Ausschaltung des Darmes bei 
den Analysen bedeutet vielmehr die Beseitigung eines wech- 
selnden Faktors und erlaubt, die Folgerungen mit gréBerer 
Sicherheit auszusprechen, was um so wichtiger ist, als diese 
wie gesagt zu den meist gehegten Vorstellungen in Widerspruch 
zu stehen scheinen. 

Bei dem Versuche, die gefundenen Tatsachen einer Theorie 
der Odembildung einzufiigen, miissen zunichst einige Angaben 
erwahnt werden, deren Deutung heute noch lebhaft diskutiert 
wird*), und die zeigen, daB die hier obwaltenden Beziehungen 
absolut keine einfachen sind. In der Regel geht die Entstehung 
der Odeme Hand in Hand mit einer entsprechenden Wasser- 
und Salzretention. Es ist indessen bekannt, daB unter Um- 
stinden Salz ohne entsprechende Wassermengen auf- 
gestapelt wird*) (,,Retention séche“), wihrend andererseits der 
Organismus iiberschiissig zugefiihrtes Salz trotz darauf 


1) Vgl. dazu Fig. 2 der I. Mitteilung S. 260 und vorstehende Tab. II, 
2. Gruppe. 

*) L. F. Meyer, Ergebnisse d. inn. Med. u. Kinderheilk. 1, 317, 1908; 
Derselbe, Jahrb. f. Kinderheilk. 71, 1, 1910. — E. SchloB, ebenda 71, 
296, 1910; Derselbe, Zeitschr. f. Kinderheilk. 3, 441, 1912. — P. F. 
Richter, Deutsche med. Wochenschr. 1910, 1737. 

8) N. Krasnogorski, Jahrb. f. Kinderheilk. 72, 378, 1911. Ver- 
such I, II u. III. 
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folgender Entwicklung von ausgesprochenem Odem 
sofort restlos auszuscheiden vermag’). In unseren Ver- 
suchen sind nun die hydropischen Wasseransammlungen 
nicht einmal der Ausdruck eines erhéhten Wasser- 
bestandes. Es liegt deshalb am niachsten und st6Bt bei Be- 
ricksichtigung der vorstehenden Angaben auf keine Schwierig- 
keiten im Verstandnis, da8 es sich nur um eine verinderte 
Wasserverteilung, um eine abnorme Lokalisation desselben 
handelt, die mit groBer Wahrscheinlichkeit ihren Grund in einer 
Erhéhung des osmotischen Drucks in den zirkulieren- 
den Ko6rperfliissigkeiten hat. Nach Prof. Hofmeister 
kénnte man sich die Entwicklung in folgender Weise denken: 


1. Das iiberschiissig zugefiihrte Salz kommt im Darm zur 
Resorption und erhéht so die Salzkonzentration im Blute. Er- 
fahrungsgemiB wird es sehr bald in den Capillaren an die 
Gewebsfliissigkeiten abgegeben, und falls die Niere nicht im- 
stande ist, den Salziiberschu8 zu beseitigen, steigt die Salzkon- 
zentration und somit der osmotische Druck der Gewebslymphe. 
Dies fiihrt zu einer Abgabe von Zellfliissigkeit aus den 
Gewebselementen (den Zellen der parenchymatésen Organe der 


Muskelfasern usw.), was eine entsprechende geringe Volumen- 
verminderung, eine Schrumpfung derselben, zur Folge hat 
(1. Stadium). 

2. Der erhdhte Salzgehalt der Gewebe fiihrt zur ver- 
mehrten Wasseraufnahme seitens des Tieres. Wenn die 


Niere nicht imstande ist, dieses Plus an Wasser zu entfernen, 
so sammelt es sich an den Orten der geringsten Spannung — 
Unterhautzellgewebe, eventuell serése Héhlen — als ,0dem- 
fliissigkeit“ an. In diesem 2. Stadium ist die Gesamt- 
wassermenge des Korpers erhéht, wahrend die Salzkon- 
zentration und der osmotische Druck sich wieder der Norm 
nihern. Es ist leicht einzusehen, daB bei intakter Nieren- 
sekretion dieses Stadium nicht lange bestehen kann und daB 
man es nur zufallig bei der Analyse antrifft. Hierher diirfte 
der hohe Wassergehalt in Versuch Nr. 124 zu rechnen sein. 
3. Infolge der energischen Nierenarbeit sucht der Organis- 
mus sich stetig des Wasseriiberschusses zu entledigen. Dies 


1) N. Krasnogorski, |. c. Versuch [V—V. 





















346 P. Tachau: 


kann aber nur in dem MaBe geschehen, als die an den 
Orten des Odems angehiufte Lymphe zur Resorption ge- 
langt. Da aber der AbfluB der Lymphe nach der Blut- 
bahn von der Gewebsspannung abhingt, so ist eine restitutio 
ad integrum nur zu erwarten, wenn die Gewebsspannung 
ihren urspriinglichen Tonus wieder erreicht. Dies geschieht 
aber nicht sofort. Die wiederholte, jeder Salzzufuhr folgende 
Lymphanhaufung fiihrt zu einer Erschlaffung, einer 
verminderten Spannung des Unterhautzellgewebes. 
Der gleichzeitig eintretende Fettschwund wirkt in gleichem 
Sinne, und infolge der mangelnden vis a tergo erfolgt der Ab- 
flu8 der Odemflissigkeit nur sehr triage. Andererseits diirften 
aber auch die Gewebselemente, die unter dem Einflu8 der 
Salzzufubr Wasser eingebiiBt haben, nur allmahlich ihren ur- 
spriinglichen Wassergehalt und damit ihr urspriingliches Volumen 
wiedergewinnen. Es muB8 sich daher in diesem 3. Stadium 
zu einer Zeit, wo noch keine wirkliche Restitution erfolgt 
ist, der durchschnittliche Wasser- und Salzgehalt wieder 
der Norm nahern. Die Tragheit der Wasserabgabe aus den 
Orten des Odems wird durch die Tragheit der Wasseraufnahme 
von seiten der Gewebselemente annahernd kompensiert. 
Inwiefern diese Vorstellungen dem tatsichlichen Sach- 
verhalt entsprechen, wird sich freilich erst beurteilen lassen, 
wenn die Geschwindigkeit, mit der sich im lebenden Organismus 
osmotische Stérungen ausgleichen, genauer untersucht ist. 


Zusammenfassung. 


1, Der K6rper der gesunden weiBen Maus enthalt nach 
Entfernung des Darmes rund 74,5°/, Wasser. Einseitige Er- 
nahrung mit Zuckeriiberschu8 und auch andauernde Zufuhr 
von anorganischen Salzen (Kochsalz, Natriumphosphat, Natrium- 
lactat) bewirken in der Regel keine Anderung dieses Verhilt- 
nisses, und zwar auch dann nicht, wenn die Zusatze, wie das bei 
den Salzen der Fall ist, zu dem Auftreten von Odemen fiihren. 

Unzureichende Darreichung einer sonst zweckmaBigen Nah- 
rung veranlaBt nur geringe prozentische Abnahme des Wasser- 
gehaltes. 

2. Der prozentische Chlorgehalt der Tiere wird durch 
vermehrte Zufuhr von Kochsalz nicht gesteigert. Ebensowenig 
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wird dadurch eine dauernde Erhéhung des osmotischen Druckes 
bewirkt. 

3. Das Auftreten der Odeme ist nicht auf Wasser- 
retention zu beziehen. Vielmehr sprechen die beobachteten 
Tatsachen dafiir, daB die Odeme als Ausdruck einer infolge 
der Salzzufuhr eingetretenen abnormen Wasserver- 
teilung zu betrachten sind. 

Danach schwankt bei verschiedener Ernaihrungsweise der 
Wassergehalt des Mausorganismus etwa innerhalb derselben 
Grenzen. Nur bei den Karenztieren sind die ermittelten Werte 
um 1°), niedriger. Das entspricht den analogen Befunden von 
Sedlmayer') und Tobler’). Trotzdem die Zahl meiner Ver- 
suche zu gering ist, um jeden Zufall auszuschlieBen, berechtigen 
doch die weitgehende Ubereinstimmung der einzelnen Analysen 
untereinander und besonders die kleinere mittlere Abweichung 
der einzelnen Bestimmung vom Mittelwert dieser Serie min- 
destens dasselbe Gewicht beizulegen wie den iibrigen um- 
fassenderen. Sollte sich dies Verhalten, wie anzunehmen ist, 
als konstant erweisen, so diirfte die Erklarung nicht schwierig 
sein. Bei der Inanition schmelzen die wasserreichen Organe, 
z. B. das einen groBen Raum einnehmende Muskelsystem, die 
Driisen usw., starker ein als die relativ wasserarmen Knochen, 
Zahne, Knorpel, Sehnen und namentlich das Fell, das bei 
kleinen Tieren wegen der relativ groBen Oberflache sehr ins 
Gewicht fallt. Der Wassergehalt des Gesamtkérpers wird daher 
sinken. 

Von Interesse ist weiter der EinfluB des Darminhalts 
bei den verschiedenen Fiitterungsweisen. Tabelle I zeigt, dab 
das Gewicht von Darm mit Inhalt beim Normal- und Karenz- 
tiere zwischen 1,84 und 3,59 g, beim Zuckertiere zwischen 2,30 
und 4,95 g liegt, d. h. bei letzterem 0,5 bis 1,0 g hoher ist. 
Auf das Gesamtgewicht der Tiere berechnet sich das Darm- 
gewicht im Mittel: 


fiir die Normaltiere zu 16°/,, 
» » Karenztiere » 16°/), 
» » Zuckertiere » 23°/,. 


1) Sedlmayer, Zeitschr. f. Biol. 37, 25, 1898. 
*) E. Tobler, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 62, 431, 1912. 
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Dieses Plus von rund 7°/, bei den Zuckertieren lat sich 
wohl darauf beziehen, daB die zuckerreiche Nahrung wie ein 
salinisches Abfiihrmittel eine Fliissigkeitsvermehrung im Darm 
veranlaBt. Da bei den Tieren Durchfall nie beobachtet werden 
konnte, kommt es immer wieder zur Resorption des tber- 
schiissigen Wassers und zur Ausscheidung durch den Harn. 
Voriibergehend muB aber eine so merkliche Fliissigkeitsansamm- 
lung zu einer Gewichtsvermehrung fihren. Es ist nicht un- 
wahrscheinlich, da8 diese einen Hauptanteil an den erheblichen 
Gewichtsschwankungen der Zuckertiere hat. 

DaB die Wasserverteilung in den Geweben bei einseitiger 
Fett- und Zuckerzufuhr keine Abweichung von der Norm auf- 
weist, hat nichts Uberraschendes. Anders bei den Salztieren. 
Man sollte erwarten, daB da, wo deutlich sichtbares Odem be- 
steht, dieses auch in einer absoluten Vermehrung des Wassers 
seinen Ausdruck finde. Trotzdem nun zu den Analysen nur 
solche Tiere ausgesucht wurden, die eine typische Halsanschwel- 
lung hatten, fallt der Mittelwert mit dem der Kontrollserie 
zusammen. Das 1lé8t nun daran denken, da8 die sichtbaren 
Odeme nur der Ausdruck einer verinderten Wasserverteilung 
sind, deren Zustandekommen von osmoregulatorischen Vorgangen 


abhangt. 





Uber die Verbreitung der Aldehydbildung durch Kalium- 
permanganat. 
Von 
E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(EHingegangen am 4. August 1914.) 


Gelegentlich einer Untersuchung, bei der es sich um den 
Nachweis von Methylalkohol nach dem Verfahren von De- 
nigés*) handelte, bin ich darauf aufmerksam geworden, dab 
auBer dem Methylalkoho! auch eine groBe Anzahl anderer Kérper 
dieselbe Reaktion geben. Inwieweit dadurch Verwechslungen 
herbeigefiihrt werden kénnten, habe ich an einer anderen Stelle’) 
erortert, hier méchte ich eine Anzahl von biologisch wichtigen 
K6rpern anfiihren, die mit Kaliumpermanganat in saurer Lésung 
behandelt, Aldehyd liefern. — Die Ausfiihrung der Versuche war 
etwas abweichend von dem von Denigés angegebenen Ver- 
fahren. 

Kleine Quantititen der betreffenden Substanz (mit einem 
1 cm breiten Nickelspatel entnommen; nach einigen Wigungen 
einige Zentigramm bis 0,1 g), bei fliissigen Substanzen ein bis 
einige Tropfen wurden mit 4 bis 5cm verdiinnter Schwefel- 
siure (200 g H,SO,, aufgefiillt zu 1 1) und 5ccm 1°), iger 
Kaliumpermanganatlésung, mitunter auch einer etwas gerin- 
geren Quantitaét 5°/,iger Lésung, zum beginnenden Sieden er- 
hitzt, einige Minuten stehen gelassen, der Uberschu8 von KMn0O, 
resp. ausgeschiedenes Mangansuperoxyd, wenn notig, durch 
Zusatz gesattigter Oxalsaurelésung beseitigt und der vollig ent- 


1) Chem, Centralbl. Jahrgang 1910, I, 1992. 
*) Zeitschr. f. Untersuchung der Nahrungs- u. GenuBmittel 28, 
225, 1914. 
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firbten Fliissigkeit, ohne vollstandige Abkiihlung abzuwarten, 
einige Kubikzentimeter einer Lésung von Fuchsinschwefligsiure 
hinzugesetzt. Es wurde die von H. Fincke’) mitgeteilte Grosse- 
Bohlesche Lésung benutzt. Im folgenden fiihre ich die beob- 
achteten Farbungen an, ohne dafiir einstehen zu wollen, daB 
sie sich bei Nachpriifungen genau ebenso zeigen werden, im 
Gegenteil: ich zweifle nicht daran, daB sich bei Nachpriifungen 
etwas abweichende Resultate ergeben werden, abhingig von 
der angewendeten Menge der Substanz, des zugesetzten Kalium- 
permanganats, der Dauer des Erhitzens, der Zeit der Beob- 
achtung, die in meinen Versuchen etwa eine Stunde betrug. 









































Farbung 
} Substans direkt cs “nach reichlichem 
i Set Salzsaiurezusatz 
Traubenzucker...... gesittigt purpurfarben | fast unverindert 
Fruchtzucker ...... do. do. 
Eo sw ae do. do. 
Milehsucker .. 2... 5... do. do. 
EE eee oe do. do. 
I ig’ ys ere violett blau 
ee Re ep ee ex. SSIS do. do. 
be I ia sabia aia purpurfarben fast unverandert 
if NEE ah as fee. Be do. do. 
RN PF SG do. do. 
ee are ee do. do. 
IN og ieee ee do. mehr blaulich 
PN FE ON BIOS do. fast unverandert 
PIN ids Seice mie, mee Se do. do. 
tee af eR ane i es gesattigt purpurfarben do. 
a Glycerinphosphorsaures Oa!- 
aa: IE ie oc ed tick i oud purpurfarben do. 
| aS RNa Ee do. do. 
Gluconsaures Calcium. . . do. O. 
Glucuronséureanhydrid . . fast 0 blaulich 
Mentholglucuronsaure*) . . do. do. 
Schleimséure. ...... violett fast unverandert 
Paranucleinsdure aus Casein 
OD ee sa eae 0 0 
Witte-Pepton ..... . 0 0 
Eieralbumin‘) . . .. . .|in einem Versuch ganz schnell ver- 
schwach blauliche Farb., schwindend 
in einem anderen 0 
1) Diese Zeitschr. 52, 219, 1918 und Zeitschr. f. Untersuchung d. 





Nahrangs- u. GenuBmittel usw. 27, 253, 1914. 

*) Priparat von C. Neuberg. 

*) Als trockenes Priparat und vorher in verdiinnter Natronlauge 
gelést, mit verdiinnter Schwefelsaure itibersattigt. 
*) Frisch auskoaguliert. 
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Substanz 


Farbung 


direkt | nach reichlic hem 
Salzsaurezusatz 











Koaguliertes Serumalbumin 

Krystallisiertes Oxyhimo- 
globin vom Pferd ... 

EiweiB aus Pferdebohnen 
(Vicia Faba L. Var. major) 

Eiwei8 aus ErdnuB (Arachis 
hypogaea) ....... 

Ovomucoid 

Mucin*) aus der Submaxil- 
laris 

Mucin aus _ Rindergallen- 
blase ‘ 

Dasselbe, vorher _,aufge- 
schlossen “ 

Mucin aus Rindergalle 

Pankreasnucleoproteid 

Nucleinséure I (aus Hefe) 

Nucleinsiure II aus Hefe 
(Natriumsalz) 

Salicin 


0 
rotviolett 
do. do. 
0 0 
fast 0 unverandert 
blauviolett blaulich 


violett blau 
fast purpurfarben do. 


violett do. 
fast unverandert 





fast purpurfarben 
do. do. 
0 


Amygdalin 
Tannin 





0 
Guanin 0 0 
0 


0 


Hierzu sei noch folgendes bemerkt: 


1. Unter Mucin ,,aus Rindergallenblase, aufgeschlossen“ ist 
zu verstehen, daB dasselbe zuerst in verdiinnter Natronlauge 
gelést, die Lésung mit verdiinnter Schwefelséure iibersattigt 
war, ebenso wie bei Casein und Submaxillarismucin. 

2. Nucleinsiure I stammt von Bohringer, Nucleinsaure II 
(als Natriumsalz) war mir vor langerer Zeit von der Schering- 
schen Fabrik, als nach A. Neumann dargestellt, zugegangen. 

3. Sehr auffallend ist das Verhalten der Brenztrauben- 
siure. In zwei Fallen trat bei 2stiindiger Beobachtungszeit 
nicht die geringste Farbung auf, in einem dritten machte sich 
nach dieser Zeit eine ganz leichte blaiuliche Farbung bemerk- 
bar; in allen drei Fallen war aber die Lésung am nichsten 
Tage stark gefirbt, in zwei Fallen purpurrot, in einem dritten 
rotviolett. 


1) Als trockenes Priparat und so wie Casein behandelt; in letzterem 
Fall ist die Farbung weit starker. 
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Betrachtet man die Resultate, so ergibt sich in erster 
Linie ein prinzipieller Unterschied zwischen den Kohlehydraten 
und den zugehérigen Alkoholen, sowie einigen Derivaten der 
Kohlenhydrate einerseits und den EiweiBkérpern andererseits. 
Erstere reagieren positiv, letztere negativ. Dabei mu8 man 
davon absehen, daB an den Wanden des Reagensglases ober- 
halb der Flissigkeit hangen gebliebene Coagula allmihlich eine 
oberflichliche Violettfairbung annehmen. Dieselbe ist wohl auf 
Abdunsten der schwefligen Saéure zu beziehen. Positiv reagieren 
ferner die Glucoside und Glucoproteide, letztere freilich lange 
nicht so stark, wie die Kohlenhydrate, weil diese bei der kurz- 
dauernden Saurewirkung offenbar sehr unvollstandig abgespalten 
werden. 

Unter Umstanden wird die Reaktion zur Vorpriifung eines 
vorliegenden Korpers auf etwaige Glucosidnatur brauchbar sein. 
In dieser Beziehung ist es von Interesse, daB das Tannin, ob- 
wohl es nach Emil Fischer und Freudenberg’) d-Glucose 
im Molekiil enthalt, negativ reagiert, augenscheinlich deshalb, 
weil es nach denselben Autoren nicht als einfaches Glucosid 
angesehen werden kann, sondern die Glucose in einer anderen 
Bindung enthalt, die nicht so leicht gesprengt wird. 

Bemerkenswert ist, daB auch das zu den Kohlenhydraten 
in naher Beziehung stehende Glycerin positiv reagiert. 

Wie leicht ersichtlich, habe ich die Priifung auf einige 
biologisch wichtige K6érper beschrinkt — Guanin und Hypo- 
xanthin sind iibrigens nur gepriift, um sicher zu sein, daB die 
bei den Nucleoproteiden resp. Nucleinséiuren eintretende posi- 
tive Reaktion nicht etwa von diesen, sondern von der Kohlen- 
hydratgruppe abhingt —, ich méchte aber diese Mitteilung 
nur als eine vorliufige angesehen wissen. 

Ob nun bei dieser Reaktion Acetaldehyd oder irgendein 
anderer Aldehyd entsteht, geht aus dem Verhalten zu fuchsin- 
schwefliger Saéure nicht hervor, denn das von H. Fincke an- 
gegebene Kriterium, daB die auf Acetaldehyd beruhende Far- 
bung durch Salzséure zum Verschwinden kommt, ist hier, wo 
es sich um relativ sehr groBe Mengen von Aldehyden handelt, 
nicht anwendbar. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 915, 1912. 
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Fiir zwei der untersuchten Substanzen, namlich fiir Trauben- 
zucker und Glycerin, habe ich bereits festgestellt, daB bei der 
Oxydation Formaldehyd entsteht. 


Versuch mit Traubenzucker. 


2 g Traubenzucker wurden mit 90 ccm Wasser, 50 ccm 
verdiinnter Schwefelsiure (200 g aufgefiillt zu 11) und 10 ccm 
5°/,iger KMnO,-Lésung destilliert, ca. */, abdestilliert. 

Das Destillat gab folgende Reaktion’): 

1. Zusatz von GroBe-Bohlescher Lésung ohne Salzsaure: 
Intensiv violette Farbung, bei starkem Salzsiurezusatz wird 
die Lésung dichroitisch: im auffallenden Licht blau, was 
namentlich beim Schiitteln hervortritt, im durchfallenden Licht 
rot; das Blau geht bald in Griin iiber, die rote Farbung im 
durchfallenden Licht verschwindet allmahlich, die ganze Flissig- 
keit wird griin’). 

2. Ansauern einer stark verdiinnten Probe mit Salzsaure, 
dann GroBe-Bohlesche Lésung: Blau. 

3. Reaktion nach Bono: Intensive Blaufirbung. Diese 
Reaktion schlieBt die gleichzeitige Anwesenheit groBerer Mengen 


von Acetaldehyd aus, in diesem Falle entsteht keine Blaufarbung, 
sondern voriibergehende Rotfairbung oder Mischfarbung. 

4, Reaktion nach Rimini: Sehr intensiv, kirschrot. 

5. Reaktion nach Leach intensiv. 


Nach Zusatz von Wasser wurde aufs neue destilliert, bis 
die Reaktion nach Rimini im Destillat negativ ausfiel, Wasser 
und 10 ccm 5°/,ige KMnO,-Lésung hinzugesetzt, destilliert. 
Das Destillat gab aufs neue starke Rimini-Reaktion. So wurde 
noch zweimal verfahren, alle Destillate gaben starke Reaktion 
nach Rimini, die anderen Reaktionen sind hier und da, aber 
nicht alle regelmaBig angestellt. 

Beziiglich der Rimini-Reaktion méchte ich noch folgendes 
anfiihren: 1. Eine passend verdiinnte, wenn nétig durch Alkohol- 
zusatz geklirte, Reaktionsmischung zeigt bei der spektroskopi- 


1) Beziiglich der Reaktionen sei auf die Arbeit von Fr. Simon in 
Bd. 65 S. 86 dieser Zeitschrift verwiesen. 

*) Dasselbe Verhalten zeigen Formaldehydlésungen in einer Kon- 
zentration von 1: 1000, iibrigens aber auch Acetaldehyd. 
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schen Untersuchung einen breiten, an den Randern verwaschenen 
Streifen im Griin jedoch nicht konstant. 2. Der Farbstoff geht 
beim Schiitteln mit Amylalkohol in diesen iiber. 3. Beim 
Schiitteln mit Ather fiarbt sich dieser citronengelb, die wisse- 
rige Flissigkeit erscheint orange. 4. Beim Stehenlassen bis zum 
nichsten Tage geht die rote Farbe in Gelb iiber. 

Die vereinigten Destillate scheiden beim Erhitzen nach 
Zusatz von Quecksilberchlorid Quecksilberchloriir aus, enthalten 
also, wie nicht anders zu erwarten war, Ameisenséure (Form- 
aldehydlésung ist auf Quecksilberchlorid ohne Einwirkung). 


Versuch mit Glycerin. 


2 g Glycerin, 2 g KMnO,, 100 com Wasser, 50 ccm ver- 
diinnte Schwefelsiiure werden gemischt und destilliert, 100 ccm 
abdestilliert. 

7/19 ccm des Destillates, dazu 10 com Wasser, 2 ccm Salz- 
siure, mit GroBe-Bohlescher Lésung versetzt: Tief blauviolette 
Farbung. 

Samtliche speziellen Reaktionen auf Formaldehyd fallen 
stark positiv aus. 

Noch zweimal wurden 2g KMnO, und 100 ccm Wasser 
in den Destillationskolben gebracht und destilliert, zum vierten 
Male 2 g KMnO,, 90 ccm Wasser und 10 ccm verdiinnte 
Schwefelsiure. Das vierte Destillat gab nur noch Andeutung 
von Rimini-Reaktion, im Destillierkolben war MnO, ausgeschie- 
den, das sich nicht mehr léste, das Glycerin war also voll- 
staindig oxydiert. 

Saémtliche Destillate, soweit noch vorhanden, wurden ver- 
einigt. Sie enthielten, wie zu erwarten war, Ameisensiure. 

Auf etwaige Anwendungen dieser Beobachtungen und 
sonstige Konsequenzen gehe ich zunichst nicht ein, ich méchte 
nur hervorheben, daB diese Art der Priifung ein bequemes 
Mittel darstellt, um zu sehen, ob ein Eiwei®kérper einen 
Kohlenhydratkomplex enthilt. Man kann vielleicht sogar aus 
der Intensitét der Farbung einen Riickschlu8 machen auf die 
GréBe des Kohlenhydratkomplexes: der Unterschied in dem Ver- 
halten des Mucins aus der Galle und Gallenblasenschleimhaut 
deutet darauf hin. Was die Nucleinsaiuren betrifft, so ist die 
Feststellung der Kohlenhydratgruppe leicht und einfach, wenn es 
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sich um eine Pentose handelt, wie bei der Nucleinséiure aus 
Hefe von Bohringer, nicht aber, wenn die Orcinprobe negativ 
ausfallt, wie bei der in meinen Handen befindlichen, angeblich 
nach A. Neumann dargestellten Nucleinsiure aus Hefe. Hier 
ist dann die Hexose durch die vorliegende Reaktion leicht 
festzustellen. 

Vielleicht kommt die Formaldehydbildung auch bei der 
Bestimmung der Milchsaéure durch Uberfiihrung in Acetaldehyd 
in Betracht. Fiirth’) sagt selbst in seiner letzten Mitteilung 
hieriiber: ,Ich méchte also ein fiir allemal gesagt haben, daB, 
wenn wir die aldehydgebende Substanz bei unseren Bestimmungen 
als Milchsaéure in Rechnung setzen, dies mit der ausdriicklichen 
Verwahrung geschieht, da8 uns vorliufig keine andere aldehyd- 
gebende Substanz bekannt ist, die das gleiche analytische Ver- 
halten zeigt. Sollte man spater einmal eine solche kennen 
lernen, so wird man sie bei der Beurteilung der Versuchs- 
ergebnisse eben entsprechend in Rechnung ziehen miissen.“ — 
Es scheint mir auch zweifelhaft, ob bei dem langdauernden 
energischen Aussschiitteln des Harns mit Ather nicht auch 
Spuren von Traubenzucker, sofern solcher im Harn vorhanden 
ist — was bei einer Reihe von Fiirths Versuchen der Fall 
ist — in den wasserhaltigen Ather iibergehen kénnen. Weniger 
schwer wiegt das Bedenken, daB es sehr schwer sein méchte, 
etwaige aus dem Ather stammende Alkoholreste vollstindig zu 
beseitigen, immerhin kommt auch dieses in Betracht. 

SchlieBlich méchte ich noch auf folgendes Sachverhaltnis 
hinweisen. Bei der Konstanz der Formaldehydbildung aus 
allen untersuchten Kohlenhydraten erscheint es nicht aus- 
geschlossen, daB auch im Organismus wenigstens ein Teil der 
Kohlenhydrate auf diesem Wege der Oxydation unterliegt. 
Dafiir spricht, da8 Steppuhn und Schellbach’*) bei Hunden 
nach Fiitterung mit 30 g Traubenzucker pro Tag eine deut- 
liche Vermehrung der normalen Ameisensdureausscheidung 
im Harn festgestellt haben. Absolut genommen war die Stei- 
gerung freilich nicht erheblich. Die genannten™;Autoren er- 
klaren dies durch die von ihnen festgestellte teilweise Oxy- 
dation eingefiihrter Ameisenséure. Auf den gleichen Umstand 
1) Diese Zeitschr. 64, 140. 


*) Zeitschr. f. physiol. Chem, 80, 274, 1912, 
Biochemische Zeitschrift Bar.d 67. 
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sind sie geneigt, auch die Beobachtung zuriickzufiihren, da8 
bei Kaninchen eine Steigerung der Ameisensiureausscheidung 
nach Traubenzuckerzufubr nicht zu konstatieren war. Es ist 
nicht unwahrscheinlich, daS die zur Bildung von Ameisensaure 
fiihrende Oxydation des Traubenzuckers auch im Organismus 
iiber den Formaldehyd geht. Allerdings ist Formaldehyd bis- 
her nicht im Organismus nachgewiesen'). Bei der groBen Re- 
aktionsfahigkeit des Formaldehyds kann es aber nicht wunder- 
nehmen, daB er, auch wenn er voriibergehend im Organis- 
mus entsteht, doch nicht nachweisbar ist. Es ist mir nicht 
gelungen, bei Kaninchen nach Eingeben von 1g Formalin 
(stark verdiinnt) in den Magen Formaldehyd im Harn nach- 
zuweisen, und nach den Versuchen von Fr. Simon*) ver- 
schwindet auch in die Blutbahn eingefiihrter Formaldehyd 
sehr schnell*). Ist das richtig, werden die Kohlenhydrate im 
Organismus in der Tat zum Teil zu Formaldehyd oxydiert, so 
ist es gewiB nicht ohne Interesse, daB eine Verbindung, die, 
wie vielfach angenommen wird, bei den Pflanzen das erste 
Assimilationsprodukt bei der Bildung der Kohlenhydrate 
ist, im Tierkérper umgekehrt das erste Oxydationsprodukt 
derselben darstellt. 

Anmerkung bei der Korrektur. Zu meinem groBen 
Bedauern ist es mir entgangen, daB L. Rosenthaler bereits 
bei einer groBen Anzahl von Koérpern die Bildung von Alde- 
hyden bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat, u. a. auch 
die Formaldehydbildung aus Traubenzucker und Glycerin be- 
obachtet. hat (Referate in Biochem. Centralbl. 16, 672, 1914 und 
Chem. Centralbl. 1, 956, 1914), ihm kommt also die Prioritat 
hierfiir zu. 

*) Freilich auch noch nicht gesucht! 

*) Diese Zeitechr. 65, 71, 1914. 

*) Nach innerlicher Verabreichung von 2 g Formalin in 60 cem 
Wasser ist allerdings beim Kaninchen in dem nach einigen Stunden ab- 
gepreBten Harn von Dr. Schweriner hier Formaldehyd gefunden. 











Uber antigene Eigenschaften tierischen EiweiBes. 
Von 
Gottlieb Salus. 
(Aus dem Hygienischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Hingegangen am 24. Juli 1914.) 


In dieser Zeitschrift (Bd. 60, Heft 1) unternahmen wir zu- 
erst den Versuch, das Pohlsche Organplasma, das einen be- 
trachtlichen Teil des EiweiBes zelliger Gewebe darstellt, auf 
seine biologischen Eigenschaften zu priifen. 

Der chemischen Eigenart des Organplasmas entsprach die 
biologische volikommen; statt der strikten Artspezifitét des 


Blutserums fanden wir hier einen neuen niedrigen, weder an 
die Art noch an das Organ gebundenen Spezifitaétagrad, den 
wir als die ,Spezifitat des OrganeiweiBes‘ bezeichneten. Beson- 
ders im Anaphylaxieversuch trat diese Differenz deutlich hervor; 
Tiere, die beispielsweise mit Nierenplasmen einer Art vorbe- 
handelt werden, sind nicht gegen das Blutserum der gleichen 
Art, dagegen selbst gegen Muskelplasmen anderer Arten iiber- 
empfindlich. Der Nachweis wurde indirekt, am artfremden 
Tiere gefiihrt, da der naheliegende Versuch, Tiere mit Organ- 
plasmen der eigenen Art zu sensibilisieren, uns ebensowenig 
gelang, als seither Friedberger und Goretti*) mit Organ- 
emulsionen. 

Wir legten Gewicht darauf, daB eiweiBreiche Antigene in 
frischem Zustande, besser ohne vorherige Hssigsaurefallung, ver- 
wendet werden, da sich sonst die negativen Resultate bei der 
Reinjektion mehren und: einerseits die Fehlerquelle primarer 
Giftigkeit, andererseits die der biologischen Denaturierung besteht. 


1) Zeitechr. f. Immunitateforsch. usw. 21, 46. 

















358 G. Salus: 


Die Kochsalzextrakte der Organe sind in frischem Zu- 
stande, vom eben getéteten Tiere blutfrei gewonnen, nahezu 
ausnahmslos ungiftig; sie werden durch Stehen im Thermo- 
staten bei 37°, oder auch bei Zimmertemperatur ebenso regel- 
maBig (durch bakterielle Zersetzungen) giftig. Daher ist der 
Ausfall der Versuche von Friedberger und Goretti*), mit 
Organemulsionen angestellt, durchaus erklarlich; auch ist die 
Sensibilisierungsdauer zumeist recht kurz gewahlt. Beziiglich 
der Kochsalzextrakte sei hervorgehoben, da8 man nach der 
Sensibilisierung lange warten und eiweiBreiche, ganz frisch be- 
reitete Ausziige reinjizieren soll; in der warmen Jahreszeit ist 
diese Vorsicht doppelt geboten. 

In Fortsetzung unserer oberwahnten Versuche konnten wir 
durch 2 malige Vorbehandlung mit Organplasmen keinen wesent- 
lich staérkeren Erfolg erzielen; ferner waren selbst mit einem 
Eklampsieharn (8 p. m. EiweiB, viele Cylinder mit Nierenepi- 
thelien) vorbehandelte Meerschweinchen nach Ablauf von 
3 Wochen nur gegen Menschenserum, aber nicht gegen Organ- 
plasma tiberempfindlich. 

Wir wollten weiter feststellen, ob sich zwischen dem art- 
spezifischen SerumeiweiB und dem EiweiB der Nahrung 
ein direkter Zusammenhang zeigen lasse; oder ob nur 
bereits abgebautes, unspezifisches EiweiS ans Blut abgegeben 
werde und letzteres gewissermaBen in sich abgeschlossen ist 
in bezug auf seine spezifischen EiweiBkérper. Das Nahrungs- 
eiweiB wird durch die Verdauungssifte seiner Eigenart ent- 
kleidet, und es fragt sich nun, ob ihm der Organismus irgend- 
wo das eigene Spezifitatszeichen aufprégt oder nicht. Denn 
das Organeiwei8 kann sich médglicherweise aus den unspezi- 
fischen Anteilen des Blutes aufbauen. 

Zu diesen Versuchen benutzten wir Thoracicuslymphe 
vom Hunde’). Hatte diese die Artspezifitat des Hundeserums, 
dann war anzunehmen, daB auch diejenigen Eiwei8kérper des 
Blutes aus der Nahrung direkt herzuleiten sind, denen die Art- 
spezifitat anhaftet. Hier erwuchsen dem Versuche einige Schwie- 
rigkeiten. Um den Lymphstrang zuginglich zu machen, wurden 
die Hunde mit Fett gefiittert, die Lymphe war milchig, sebr 

1) Herrn Prof. Kahn bin ich fiir die Vornahme der Operationen 
zur Gewinnung der Thoracicuslymphe sehr zu Dank verpflichtet. 
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fettreich, aber eiweiBarm. Von je einem Tier gewannen wir 
nur ca. 4 ccm Lymphe, wovon 6fter die letzte, rosige Portion 
wegen ihres Blutgehalts ausgeschaltet werden muBte. So ist es 
leicht begreiflich, daB wir keine komplementbindenden oder 
pracipitierenden Sera mit diesen geringen Mengen eiweiBarmen 
Antigens vom Kaninchen erhielten, womit aber nicht gesagt 
sein soll, daB man solche nicht gewinnen kann. Dagegen ver- 
sagte auch hier der Anaphylaxieversuch nicht. 


I, 3 Meerschweinchen mit je 0,1 com Hundeserum subcutan 
vorbehandelt; nach 3 Wochen intravendés reinjiziert: 

1. mit 0,1 ccm Hundeserum:, , . . typisch anaphyl.Tod; 

2. » 0,4 » Hundelymphe (d. th.) Krimpfe, Tod, 
Lungenblahung; 

3. mit 0,05 com Hundelymphe (d. th.) Nach 3 Min. typ. Ana- 
phylaxie bis zu all- 
gemeinen Kramp- 
fen; erholt. 





II. 8 Meerschweinchen mit je 0,2 ccm blutfreier Thoracicus- 
lymphe vom Hunde subcutan injiziert; intravends reinjiziert 


nach 16 Tagen: 
1. mit 0,40 cem Hundelymphe heftige Krampfe, Tod; 
Lungenblahung’); 
2. mit 0,04 com Hundelymphe heftige Krimpfe, Tod; 
Lungenblahung; 
. mit 0,027ccm Hundelymphe Pfauchen, Wiirgen, Kot- 
und Harnabgang; erholt; 
. mit 0,5 ccm Hundeserum . heftige Krampfe, Tod; 
Lungenblahung ; 
. mit 0,5 ccm Hundeserum , heftige Krampfe, Tod; 
Lungenbilahung; 
. mit 0,05 com Hundeserum , heftige Krampfe, Tod; 
Lungenblahung; 
. mit 2,5 com Kaninchenmuskelplasma 
(E=2 p.m. Esbach). ..... 0 
. mit 4,0 com Schweinemuskelplasma 
(E=—4p.m.Esbach). ..... 0 


Saémtliche Antigene sind bei unvorbehandelten Tieren unwirksam. 





1) Blut, wie nicht selten, bald gerinnend. 
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Aus diesen Versuchen diirfen wir schlieSen, daB artspe- 
zifisches Eiwei8 schon zwischen Darmwand und Blut- 
strom auftritt, da8 zwischen diesem Blut- und dem Nah- 
rungseiwei8 ein direkter Konnex besteht, mag auch etwa weiter- 
hin das Organeiwei8 nur von bereits in der Darmwand abge- 
bautem, unspezifischem Bluteiwei8 aufgebaut werden. 

Weitere Versuche bezogen sich auf das antigene Ver- 
halten der Leukocyten. Hier entsteht die Schwierigkeit 
der doppelten Sensibilisierung durch Blutserum, da dieses stets 
geléste, antigene Leukocytenstoffe enthalten wird; dem kann 
man dadurch aus dem Wege gehen, da8 man mit sehr kleinen 
Serummengen, etwa 0,001 ccm, vorbehandelt; solche Tiere sind 
dann nur gegen Blutserum iiberempfindlich und reagieren auf 
die Reinjektion von Leukocyten nur dann, wenn letztere in so 
groBen Mengen eingespritzt werden, da8 ihnen ausreichend viel 
Bluteerum beigemengt ist (siehe Versuch 3). Aber man be- 
merkt dann, daB weit gréBere Mengen von Leukocyten nétig 
sind, als bei Tieren, die gegen die betreffenden Leukocyten 
vorbehandelt waren. Ubrigens 148+ sich diese Fehlerquelle 
durch geniigend oftmaliges Waschen mit Kochsalzlésung ver- 
meiden’). 

Meerschweinchen, die mit Kaninchenleukocyten vorbehandelt 
sind, reagieren nicht auf die Reinjektion von Meerschweinchen- 
leukocyten; indes bewiese das nicht viel, denn aus noch un- 
bekannten Griinden muB8 auch die arteigene Sensibilisierung, 
wie sie durch die Krystallinse erzielt wird, bei anderen nicht 
artspezifischen Antigenen Schwierigkeiten haben. Doch reagieren 
auch mit Kaninchenleukocyten vorbehandelte Meerschweinchen 
nicht auf die Reinjektion von Katzenleukocyten und umgekehrt. 
Wir miissen also annehmen, daB die Leukocyten, wie andere 
freie Zellen, art- und organspezifisch zugleich sind. 

I. 4 Meerschweinchen mit Kaninchenleukocyten subcutan 
vorbehandelt, nach 3 Wochen intravenés reinjiziert: 

1. mit 0,3 ccm einer Kaninchenleuko- 

cytenaufschwemmung (1:10 g 
physiol. Kochsalzlésung) . . . fast sofort Kon- 
Sa vulsionen, Tod; 

1) Schattenfroh, Uber die bakterienfeindlichen Eigenschaften der 

Leukocyten. Arch. f. Hygiene $1. 
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2. mit-0,4ccem Meerschweinchenleuko- 
eytenaufschwemmung (1:10 
Kochsalzlésung) 

3. mit 1,0com Meerschweinchenleuko- 
cytenaufschwemmung (i: 10 g 
Kochsalzlésung) 0 

4. mit 2,5ccm Schweinemuskelplasma 
(E=4p.m.Esbach).... 0 


II. 2 Meerschweinchen, ebenso vorbehandelt. Nach 3 Wochen 
intravenés reinjiziert: 
1. mit 0,3 ccm Kaninchenleukocyten- 
aufschwemmung (1:10) . . . Krampfe,erholt; 
2. mit 0,6ccm Meerschweinchenleuko- 
cytenaufschwemmung (1:10) . 0 
III. 4 Meerschweinchen, vorbehandelt subcutan mit Ka- 
ninchenserum. Intravends reinjiziert nach 26 Tagen: 
1. mit 0,3 ccm Kaninchenserum . . rascher anaph.Tod; 
2. mit 0,5 ccm Kaninchenleukocyten 
(1:10) 0 
3. mit 0,75 com Kaninchenleukocyten 
(1 : 10) Anaphylaxiespuren; 
4. mit 1,5 ccm Kaninchenleukocyten 
(1:10) 
(Die Leukocyten sind nicht serumfrei genug.) 

IV. 3 Meerschweinchen, vorbehandelt mit je 0,001 Ka- 
ninchenserum subcutan. Intravends reinjiziert nach 19 Tagen: 
1. mit 0,3 com Kaninchenserom. . anaph. Tod; 

2. mit 2,5 com Kaninchenleukocyten 

(1: 10) 0 
3. mit 2,5 com Kaninchenleukocyten 

ee is se eal se 8 0 


V. 2 Meerschweinchen, vorbehandelt mit Kaninchenleuko- 
cyten. Nach 14 Tagen intravenés reinjiziert: 
1. mit 2 com Kaninchenleukocyten 


Temperaturabfall, 
starrer Thorax, schlieB- 
lich erholt; 
2. mit 2cem Katzenleukocyten (1 : 20) 0 
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Ferner waren 2 mit Katzenleukocyten vorbehandelte Meer- 
schweinchen nach 27 Tagen refraktér gegen groBe Dosen von 
Kaninchenleukocyten (2 und 4.ccm der 10fachen Verdiinnung) 
und umgekehrt 3 mit Kaninchenleukocyten vorbehandelte gegen 
2 bis 4,5 com der 10fach verdiinnten Katzenleukocyten un- 
empfindlich. 

Alle Antigene wurden an normalen Tieren gepriift. 


Kurz sei noch auf eine Reihe von Versuchen mit Cere- 
brospinalfliissigkeit hingewiesen. Alle mit solcher vor- 
behandelten Tiere sind auch gegen Blutserum iiberempfindlich, 
ein Beweis dafiir, daB das normale LiquoreiweiB aus 
dem Blute stammt. Es ware aber noch festzustellen, ob die 
Zunahme an EiweiB, wie sie z. B. bei progressiver Paralyse 
vorliegt, auch aus dem Blute herriihrt. E. Weil’) vermutet, 
daB solche EiweiBvermehrung durch Zerfall von Leukocyten 
oder Geweben zustande kommen kénnte. 

Von unseren Versuchen sei erwahnt, da8 ein Paralyseliquor 
(2 p. m. E.), in der Menge von je 2 ccm intravenés eingespritzt, 
lebhafte Anaphylaxieerscheinungen ausléste a) bei zwei mit 
Menschenleukocyten, b) bei einem mit Kaninchenmuskelplasma 
vorbehandelten Meerschweinchen. Vier andere Versuche mit 
anderen Tabes- und Paralyseliquoren verliefen negativ. Der 
positive Versuch sei einstweilen nur registriert. 

Wenn wir nun eine Spezifitaétsskala tierischen Ei- 
weiBes aufzustellen versuchen, so diirfte diese etwa folgende sein: 


Grade: Beispiele: 
: { Erythrocyten, serumfrei 
I. art-undorganspezifisch (U., Friedemann) 
(zugleich héchster Grad) Leukocyten 
(Spermatozoen). 


{ Blutserum (Bordet, { mit Lymphe 
: d Li 

Tschestowitsch, bag Rw ae 

Uhlenhuth) den Art 


| (Hiihnereiwei8, Eigelb). 


Il. artepezifiech ... . . | 





1) Zeitechr. f. d. ges. Neurol. u. Psychol. 24, Heft 5. 
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Grade: Beispiele: 
III. nicht artspezifisch 
a) organspezifisch. . . . Krystallinse (Uhlenhuth, Dorr, 
Krusius). 





b) bis zu einem gewissen 
Grade organspezifisch . Uvea [A. Eschnig*)). 
c) noch antigen, aber weder 
' . art- noch organspezifisch Organplasma (G. Salus). 
IV. nicht antigen: 
a) allgemein . . 





» Gelatine, abgebautes EiweiS. 


b) fiir die einzelneTierart , arteigenes Serum. 


‘) J. Elschnig, Arch. f. Ophthal. 75, 79, 80. 





Einflu6 der Temperatar auf den Invertasegehalt der Hefe. 
III. Mitteilung iiber Invertase. 
Von 
J. Meisenheimer -und L. Semper. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochschule 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 27. Juli 1914.) 


Bei Fortsetzung unserer Versuche iiber den Einflu8 der 
verschiedenen Zuckerarten auf die Invertasebildung in leben- 
der Hefe*) fanden wir, daB eine sehr starke Invertasever- 
mehrung auch auftrat, als wir in unseren Nahrlésungen den 


Traubenzucker durch Malzzucker ersetzten*). Da die verwen- 
dete invertasearme Hefe (gewéhnliche untergirige Bierhefe) nun 
aber auf einer Maltoselésung herangewachsen war, konnten wir 
nicht mehr wie friiher den Zucker als die Hauptursache der 
Invertaseanreicherung betrachten. Wir gingen darauf direkt 
zu Vergleichsversuchen mit Bierwiirze iiber, in der wir — zu 
unserer Uberraschung — ebenfalls eine starke Invertasever- 
mehrung feststellten. Nunmehr konnte die beobachtete Steige- 
rung nur noch auf dem EinfluB der von uns gewahiten, 
fiir die Unterhefe ungewohnten Versuchstemperatur 
(25° gegen etwa 5° Garkellertemperatur) beruhen. Der Ver- 
such hat diese Annahme in vollem Umfange bestiatigt. 

Uber den Einflu8 der Temperatur auf die Enzymbildung 
liegen unseres Wissens nur wenig Angaben in der Literatur 


1) J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Semper, diese 
Zeitschr. 54, 122, 1913. 

*) Dies steht in Ubereinstimmung mit dem Befund von A. Fern- 
bach (Annales de |’Inst. Pasteur 4, 669, 1890), nach welchem auf 
Maltose gewachsene Hefe etwa dasselbe Inversionsvermégen besitzt als 
auf Robrzucker gewachsene. 
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vor. Da8 ein solcher EinfluB bestehen muB, hat ganz allge- 
gemein A. Kanitz') in einer Arbeit ausgesprochen, in der er 
die bekannte Temperaturregel von van’t Hoff auf biologische 
Vorgange zu iibertragen versuchte. Im Fall der Hefe sind die 
ersten Versuche iiber die Abhiangigkeit des Enzymgehaltes von 
der Temperatur von A. Lange*) gemacht worden (Zymase, In- 
vertase, Endotryptase), jedoch nur an abgepreBtem oder unter 
Wasser lagerndem Material. Bei girender Hefe haben wir 
friiher nach wiederholtem Umziichten auf reiner Rohrzucker- 
lésung bei etwa 15° eine starkere Invertasebildung als bei 
4 bis 6° erhalten*), wihrend allerdings ein spiterer Versuch 
bei dem Intervall 15 bis 25° einen Unterschied nach dieser 
Richtung nicht erkennen lieB*), wahrscheinlich weil unter 
den damaligen Versuchsbedingungen schon mit 25° das Tem- 
peraturoptimum iiberschritten war (vgl. unten). Ebenfalls 
jenseits des Optimums befinden sich mit einem spater mitge- 
teilten Versuch H. Euler und H. Cramér’®), die beim Ziichten 
von Hefe in Lindnerscher Nahrlésung bei 38° eine geringere 
Invertasebildung beobachteten als bei 16° und daraus auch 
ihrerseits den SchluB zogen, daB ,die Invertasebildung recht 
erheblich von der Temperatur abhangig sei“ *). 

Unsere neuen Versuche zeigen nun deutlich, daB die 
Temperatur fiir den Invertasegehalt der Hefe sogar 
ausschlaggebend ist; ohne Zweifel sind die frither festge- 
steliten starken Invertaseanreicherungen zum allergréBten Teil 
durch Temperaturerhéhung zu erkliren. Schon nach 24 Stun- 
den kann man in Bierwiirze von 25° eine Steigerung des In- 
vertasegehalts auf das 4 bis 5fache beobachten’) (5g Hefe 
zu 500 ccm Wiirze) und eine weitere Vermehrung la8t sich 
dann analog den friiheren Versuchen auch hier durch wieder- 


1) Zeitschr. f. Elektrochemie 18, 707, 1907. 

*) Wochenschr. f. Brauerei 24, 417, 1907. 

%) A. a. O. 188. 

*) A.a. O. 153. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 272, 1914. 

*% Vegi. Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 418, 1914. Bei einem ande- 
ten Hefenenzym, der Endotryptase, konnten H. Euler und K. G. Dernby 
dies Ergebnis (fir das Intervall 6 bis 28°) nicht wiederfinden (ebenda). 

*) In einem Versuch bei 28 bis 30° vermehrte sich der Invertase- 
gehalt der Hefe binnen 24 Stunden soger auf das 8fache (Versuch IV). 
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holtes Umziichten in neuer Wiirze erzielen, bis ein der be- 
treffenden Temperatur entsprechender Hochstgehalt erreicht ist, 
Dieser wird dann bei weiterem Umziichten ziemlich konstant 
beibehalten, solange die Hefe in giinstigen Lebensbedingungen 
verbleibt und nicht nach Erschépfung des Naihrmediums der 
bei héherer Temperatur natiirlich beschleunigt einsetzenden 
Autolyse preisgegeben wird, die infolge von Selbstgiérung und 
Diffusion eine erhdhte oder auch verminderte Aktivitét der 
Hefepriparate zur Folge haben kann (Versuch II, 2 und IV). 

DaB die Invertasebildung ganz allgemein von den Ernih- 
rungsbedingungen der Hefe stark abhangt, hat zuerst A. Fern- 
bach’) hervorgehoben. In ganz besonders hohem MaBe scheint 
dies von den Beziehungen des Enzymbildungsvermégens zur 
Temperatur zu gelten: je besser die Ernihrung der Hefe, um 
so hdher, je schlechter, um so tiefer liegt das Optimum. Da- 
mit l4Bt sich erklaren, da8 wir das Optimum in Bierwiirze 
bei etwa 30° fanden, da8 wir es aber andererseits in reiner 
Rohrzuckerlésung schon bei 25° iiberschritten hatten. In 
Wasser tritt bei 25° eine nennenswerte Erhéhung des Inver- 
tasegehalts iiberhaupt nicht ein. 

Es war vorauszusehen, daB die an héhere Temperatur ge- 
wohnte, ,hochgeziichtete“ Hefe in Bierwiirze von etwa 5° ihr 
Enzymbildungsvermégen wieder heruntersetzen wiirde. Dies 
ist auch in der Tat allmahlich der Fall (Versuch 5). 

Wie langst bekannt*), wirkt eine Temperaturerhéhung 
auBer auf das Invertasebildungsvermégen der Hefe auch auf 
das Wachstum ein. Es liegt nahe, beide Erscheinungen in un- 
mittelbaren Zusammenhang zu bringen*). Eine solche Annahme 
scheint uns aber nicht zulassig, vor allem deshalb, weil die 
Invertasevermehrung im Gegensatz zum Wachstum von der 
Konzentration ziemlich unabhangig ist: sie wurde in 2°), iger 
Wiirze (auf Maltose berechnet) annahernd ebenso groB gefun- 

1) A. a. O. 641. Vgl. auch H. Euler und H. Meyer, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 79, 297, 1912. 

*) Sicehe Pedersen, Meddel. fra Carlsberg Laborat. 1, 1882. 

*) Dies wiirde sich iibrigens auch mit der von H. Euler und 
H. Cramér (Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 438, 1913) vertretenen An- 
sicht gut vereinigen lassen, nach der die Invertasebildung an diejenigen 


Bedingungen gekniipft ist, unter denen eine Neubildung des Protoplasmas 
eintritt. 
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den als in 8 oder 16°/,iger, und im ersteren Falle war im 
Gegensatz zu den beiden letzteren nur eine sehr geringe Ver- 
mehrung’) erfolgt (Versuch III). Uber die mit diesem Problem 
zusammenhangende Frage nach dem Invertasegehalt junger 
Zellen sind noch Versuche im Gange. 

Auffallig war, daB bei den Vergleichsversuchen im Eis- 
schrank (Lufttemperatur 5 bis 7°) der Invertasegehalt unterer 
Hefe ebenfalls bis auf das Doppelte in die Hohe ging. Um 
zu priifen, ob etwa die Garung als solche hierin eine Verinde- 
rung bewirke, haben wir den Verlauf eines Garprozesses in der 
hiesigen Versuchs- und Lehrbrauerei verfolgt, haben dabei aber 
nur recht geringe Schwankungen beobachten kénnen (Versuch VI). 
Auch die Vermutung, da8 die Verwendung ungehopfter Bier- 
wiirze bei einer an gehopfte gewohnten Hefe eine Vermehrung 
der Invertase bedingen kénne, hat sich bei der Nachprifung 
als unhaltbar erwiesen (Versuch VII). Wahrscheinlich ist die im 
Eisschrank beobachtete Steigerung nur auf Temperaturdiffe- 
renzen infolge unzureichender Kihlvorrichtungen zuriickzu- 
fiihren. 

Auch die ,hochgeziichtete“ Hefe zeigt bei der erhéhten 
Temperatur noch das verschiedene Verhalten gegen Glucose 
und Fructose, das wir vor einem Jahre bei frischer Brauerei- 
hefe beschrieben*). Die beiden Kohlenhydrate wurden dies- 
mal in 2°/,iger Lésung in Hefenwasser statt in Lindnerscher 
Nahrlésung vergoren: auch hier besaB die auf Fructose ge- 
wachsene Hefe betrichtlich stirkere Invertasewirkung als die 
auf Glucose gewachsene, welch letztere ihren bisherigen Be- 
stand nicht mehr wesentlich veranderte (Versuch II, 2 und IV). 

Durch Behandeln von Hefe mit Bierwiirze bei 25 bis 30° 
werden sich mit Leichtigkeit gréBere Mengen hochaktiver PreB- 
sifte und Priparate gewinnen lassen, die als Ausgangsmaterial 
fiir weitere Versuche dienen sollen. Ferner beabsichtigen wir, 
unter ahnlichen Bedingungen auch den EinfluB der Tempe- 
ratur auf den Zymasegehalt der Hefe zu priifen; Versuche dar- 
iiber sind schon im Gange. 

Der SchultheiB-Brauerei Berlin sind wir wieder wegen der 
Uberlassung von Hefe zu Dank verpflichtet. Ebenso sei der 


*) Roh bestimmt durch das Gewicht der Hefenernte. 
*) A. a. OZ 
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Leitung der hiesigen Versuchs- und Lehrbrauerei fiir die freund- 
lichst gewahrte Unterstiitzung bei der Ausfiihrung eines Ver- 
suchs unser verbindlichster Dank ausgesprochen. 


Experimenteller Teil. 

Zur Untersuchung kamen in der Regel je 5 g abgepreBte 
Unterhefe in 500 ccm sterilisierter ungehopfter Bierwiirze (aus 
der Stammwiirze meist durch Verdiinnen mit dem gleichen 
Volumen Wasser erhalten), die beide aus der hiesigen Schult- 
‘heiB-Brauerei geliefert waren. Nach den angegebenen Zeiten 
wurde die Hefe abfiltriert oder abzentrifugiert, gewaschen, auf 
Ton getrocknet und zur — ungefahren — Wachstumsbestimmung 
gewogen. Zur ‘Bestimmung des Invertasegehalts folgten wir 
wieder im allgemeinen der sehr zweckmaBigen Versuchsanord- 
nung von Euler, indem wir die lebende Hefe in 4 Anteilen 
zu 0,2 g, die in je 10 ccm 1°/,iger primarer Natriumphosphat- 
lésung aufgeschwemmt waren, bei 20° auf je 20 ccm 20°), iger 
Zuckerlésung einwirken lieBen und die Inversion nach bestimm- 
ten Zeiten mit je 10 ccm 5°/,iger Sodalésung abbrachen. Die 
Bestimmung der Drehung erfolgte bei 20° im 2-dem-Rohr; 
zur Berechnung der Enddrehung diente wieder der Faktor 0,32. 
Fiir die Aufstellung der am Schlusse jedes Versuchs angegebe- 
nen, auf einen gleichmaBigen Trockengehalt der Hefe umge- 
rechneten Bilanzen wurden in der Regel nur die beiden mitt- 
leren Werte der Reaktionskonstanten k jedes Inversionsversuchs 
benutzt. 

I, (23. IV. 1914.) 
Invertaseveranderung der Hefe in Wiirze und in Wasser 
bei 3 bis 4° und bei 25°. 

Der Maltosegehalt der verwendeten Bierwiirze betrug 
7,72°/, (wasserfreie Maltose*). Die mit je 5 g abgepreBter Hefe 
und 500 ccm Wiirze bzw. sterilem Leitungswasser beschickten 
Kolben wurden teils auf Eis bei ca. 3 bis 4°, teils im Brut- 
schrank bei 25° aufbewahrt. Von dem Wiirzeversuch bei 25° 
wurden tiglich, im ganzen 6 Proben untersucht, von den iibrigen 
Versuchen nur je 2 nach 2 und 4 Tagen. 


1) Die gleiche Bierwiirze wurde auch fiir die Versuche II, IV und 
V verwendet. 





Invertase. III. 


Ausgangshefe a, == 13,45°, a, = 355,69°. 








t | a 


52 | 12,31 
25,0 11,50 
35,0 10,64 
46,0 9,91 
Troekengehalt 35,4°/,. 
1. In Bierwiirze bei 25°: 
a) nach 23 Stunden. 
% = 13,43°, aw, = 355,70°. 


K-10 








b) nach 46 Stunden. 
@ = 18,399, «== 355,72% 














t id K-10¢ 
15 9,61 70,5 15,2 9,35 74,6 
25 7,39 72,6 25,0 7,13 76,0 
85 5,38 75,1 36,0 5,01 77,5 
45 3,60 78,1 47,5 2,90 82,3 


K-10 "e3 ene 























Ernte 11,8 g, Trockengehalt 24,8 °/,. 


c) nach 67 Stunden, 
@,==13,45°, «= 355,69°, 


Ernte 10,4 g, Trockengehalt 25,7 °/,. 


d) nach 96 Stunden. 
@==13,44°, «= 355,69° 

















| K-10 t a | K-10 


15,3 10,95 43,5 15,9 9,02 78,2 

26,4 9,27 44,2 29,3 5,56 87,0 

35,0 7,91 46,4 35,7 4,33 87,7 

45,0 6,55 47,3 47,2 2,11 93,7 , 
Ernte 9,3 g, Trockengehalt 24,9°/,. Ernte 8,8 g, Trockengehalt 26,5°/,. 


e) nach 120 Stunden. f) nach 140 Stunden. 
t= 13,32°, «.=355,83°. y= 13,32, a. —= 355,83°. 


t | a 


























K-10¢ t rd 


15,0 6,21 150 15,0 7,79 
25,0 2,59 163 24,7 5,12 
35,1 0,25 168 35,0 2,55 
45,3 358,52 176 45,0 0,83 119,5 
Ernte 5,3 g, Trockengehalt 32,7 %,. Ernte 6,8 g, Trockengehalt 28,4 °/,. 


2. In Bierwiirze bei 3 bis 4°: 


a) nach 46 Stunden. b) nach 96 Stunden, 
&,==13,39°, «= 355,72°. O,=13,44, «= 355,69°. 


t a K-104 


TE 
109,0 
110,0 
118,0 



































t a K-10* od 
16,0 11,63 28,4 12,07 23,3 
25,0 10,69 28,7 10,42 25,6 
35,3 9,73 28,5 9,87 25,6 

0 ; 29,0 ; 9,13 26,4 
Ernte 4,6 g, Trockengehalt 30,4 °/,. Ernte 4,1 g, Trockengehalt 30,1 °/,. 


K-10* 
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38. In Wasser bei 25°: 


a) nach 46 Stunden. b) nach 96 Stunden. 
O;,=13,39°, o_,—=355,72°. (= 13,44, c= 355,69°. 























t | e K-10 t « K-10 
15 12,16 | 20,7 10 12,74 | 17,6 
25 1146 | 202 25 i160 | 19,0 
35 1051 | 220 85 10.74 | 205 
45 968 | 231 45 1012 | 19,9 


Ernte 4,1 g, Trockengehalt 27,7°/,. | Ernte 4,2 g, Trockengehalt 24,1°/,. 


4. In Wasser bei 3 bis 4°: 


a) nach 46 Stunden. b) nach 96 Stunden. 
@=13,39°, «== 355,72°. @==13,44% «== 355,69° 
































t a K-10¢ t a K-10 
15,3 12,07 22,0 16,2 12,14 20,5 
25,3 11,07 24,2 27,0 11,22 21,5 
35,0 10,08 25,7 88,1 10,40 21,4 
45,0 9,12 24,0 45,3 9,92 21,2 


Ernte 4,6 g, Trockengehalt 29,2°/,. Ernte 4,7 g, Trockengehalt 29,2°/,. 


Bei Umrechnung der Ernten und Reaktionskonstanten auf 
einen durchschnittlichen Trockengehalt der Hefe von 30°/, er- 





























gibt sich: 

te Aussaat K-10 

1 Ausgangshefe. . . 5,9 17,5 

} In Bierwiirze bei 25° | In Bierwiirze bei 3—4° 
} Erte K-10 Emnte K.104 
| Nach 1 Tag « 9,8 89,4 * 2 
\ » 2Tagen. . 8,9 89,6 4,7 29,7 
| Be ige 7,2 54,6) — xy 
:: » 48 7,7 100,0 4,1 25,5 
: = » 5 5,5 151,5 — — 
i n 6 » 6,4 120,0 os td 

i In Wasser bei 25° In Wasser bei 3—4° 
a Ernte K-10* Ernte K-10 
fe Nach2Tagen, .| 3,8 22,8 45 25,8 

mer i eee 3,4 24,4 4,1 22,0 
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Das Maximum der Invertaseanreicherung und des Wachs- 
tums ist also bei dem Versuch mit Bierwiirze bei 25° schon 
nach 24 Stunden erreicht. Die dann langsam fallenden Ernte- 
zahlen und das auch friher beobachtete Schwanken der Werte 
fiir K zeigen das allmahliche Eintreten der Autolyse an. — In 
Wasser ist ein EinfluB der Temperatur auf die Invertasebildung 
nicht zu bemerken. 

Il. (28. IV. 1914.) 

In drei Parallelversuchen wurde die Invertaseverinderung 
garender Hefe in Bierwiirze bei 5 bis 7° (Hisschrank), 25° und 
35° AuBentemperatur beobachtet. Hierbei zeigte sich, daB die 
giinstigste Temperatur fiir die Anreicherung bei 25° lag. Bei 
35° erfolgte zwar ebenfalls starke Verbesserung des Invertase- 
gehalts, doch erlitt die Hefe hierbei schon teilweise Autolyse, 
und deshalb wurde ihr Invertasegehalt beim Umziichten von 
dem der Hefe bei 25° iiberholt. Bei dem Versuch im Eis- 
schrank wurde merkwiirdigerweise ebenfalls eine Invertase- 
vermehrung beobachtet, die im Durchschnitt 100°/, betrug 
(vgl. theor. Teil). 

Ausgangshefe «, = 13,68°, a, = 355,63°. 





od | K-10 


22,3 
23,1 
23,8 
24,8 


Trockengehalt 34,3°/,. 








1. Versuch bei 35°: : 
a) nach 20 Stunden. b) nach 46 Stunden. 
= 13,62°, o_—= 355,64 °. (= 13,56, 6,—=355,66°. 











¢ | a | K-10 t | a@ | K-10 


i 


20,0 8,40 | 74,5 15,0 | 9,36 77,8 
26,0 705 | 75,9 95,3 6,94 79'4 
35,0 536 | 768 35,0 4.94 81.4 
45,1 319 | 835 418 3.81 81.6 

Ernte 8,8 g, Trockengehalt 26,2°/,. Ernte 6,3 g, Trockengehalt 29,6°/,. 


c) 4,1 g der zwei Tage lang vorbehandelten Hefe wurden 
mit 500 ccm neuer Bierwiirze weitere zwei Tage bei 35° in 
Beriihrung gelassen. Nach dieser Zeit war sie teilweise auto- 


lysiert und deshalb sehr schlecht filtrierbar. 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 95 














2. Versuch bei 25°. 


im ganzen finfmal wiederholt. 


J. Meisenheimer und L. Semper: 


=13,35°, o,= 355,73°. 








t 


a 


K-10* 





22,9 
30,0 
35,0 
48,0 


5,19 
2,84 
1,55 
359,60 





117,2 
131,0 
137,4 
142,8 


Ernte 3,7 g, Trockengehalt 33,9°/,. 
Die Hefe blieb je 2 Tage in je 
500 ccm Bierwiirze, wurde dann filtriert und nach Abnahme 
einer Probe zur Untersuchung wieder in einer Menge von je 
5 gin neue 500 ccm Wiirze iiberfiihrt. Dieses Umziichten wurde 


Nach der fiinften ,,Fiihrung“, 


bei der die Hefe 3 Tage lang gelagert hatte, war sie bereits 
teilweise autolysiert, doch erholte sie sich bei der nachsten 
Fihrung wieder etwas, 


a) 1. Fihrung. 


c, = 13,56, a, = 355,64°, 


b) 2. Fiihrung 
Gt, = 13,379, a, = 355,72", 








t 


a 


K-10 





t 


4 


K-10 





15,3 
25,0 
37,3 
45,8 


Ernte 12,2 g, Trockengehalt 24,9°/,. 





9,90 
7,36 
4,99 
38,43 





64,8 
73,8 
75,6 
79,2 


ce) 3. Fiihrung. 
@=13,52°, «= 355,62° 





14,8 
25,4 
35,2 
45,3 





7,67 
4,27 
1,68 
359,95 





114,8 
124,0 
133,2 
137,0 


Ernte 11,0 g, Trockengehalt 26,1 /,. 


d) 4. Fiihrung. 
= 13,17, &.—=355,78°. 








t 


a 


K-10¢ 





t 


a 


K-10 





15 
25 
35 
45 





7,30 
4,04 
1,53 
359,72 





124,0 
131,4 
137,8 
142,8 


Ernte 11,1 g, Trockengehalt 25,7 °/,. 


e) 5. Fiihrung. 
@,==13,00°, o,,==355,84°. 





15,0 
25,0 
35,0 
45,1 





7,34 
4,20 
1,56 
359,70 





118,1 
125,8 
136,5 
143,2 


Ernte 11,0 g, Troekengehalt 25,8°/,. 


f) 6. Fibrung. 
== 12,95, a= 355,85°. 








a 


K-10 








t 


4 


| K-10 








5,34 
1,76 
359,35 
857,94 





171,2 
185,0 
196,3 
202,1 


Ernte 7,2 g, Trockengehalt 31,6°/). 





15,0 
24,9 
35,4 
45,1 





6,67 
4,16 
1,67 
359,82 


124,2 
125,7 
132,1 
140,3 
Ernte 8,5 g, Trockengehalt 31,1° . 
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g) Je 3g der Hefe der 6. Fiihrung wurden in je 300 ccm 
einer Lésung von 1g Glucose bzw. Fructose in Hefen- 
wasser 2 Tage bei 25° giren gelassen. 

a° = 13,049, a, = 355,82°. 
Glucose Fructose 











t a K-104 t | a | K-10¢ 











15,5 7,08 | 119,0 143 6,64 | 141,0 
25,0 428 | 1232 24.9 298 | 1528 
40,3 081 | 1332 35,0 0.60 | 158.8 
45,9 | 359,92 | 1355 46,4 | 358,78 | 166,0 


Ernte 3,7 g, Trockengehalt 30,6°/). Ernte 3,9g, Trockengehalt 29,9°/,. 








3. Versuch bei 5 bis 7°. Die Temperatur des benutzten 
Eisschrankes war nicht vollig konstant zu halten. Die Hefe 
wurde in 8 Anteilen zu je 5g in je 500 ccm Bierwiirze ein- 
getragen und die angegebenen Zeiten lagern gelassen. 


Nach 4 Tagen. Nach 6 Tagen. 
== 13,379, a= 355,72°. (ty = 13,52°, «= 355,68°. 














t a | K.10¢ t oe K-10 


15,5 | 10,69 | 46,2 15,1 | 11,02 | 48,5 

25,0 915 | 47,4 25,7 | 936 | 45,0 

34,8 7,64 | 49,0 36,0 | 787 | 45,0 

442 | 634 | 50,0 45,0 | 663 | 47,2 
Ernte 7,2 g, Trockengehalt 28,2°/,. Ernte 8,2 g, Trockengehalt 29,7 °/,. 


Nach 8 Tagen. Nach 11 Tagen. 
@=13,17, a,=355,78°. o, =13,00°, «,—=355,84° 





























t a K-10 t | «a | K-10 


15,6 11,06 36,0 15,0 10,92 37,4 
25,0 9,86 36,6 25,2 9,49 89,4 
35,0 8,67 37,1 35,2 8,12 41,3 
48,6 7,03 89,1 45,1 6,81 43,0 
Ernte 8,4 g, Trockengehalt 29,5°/,. Ernte 8,4 g, Trockengehalt 28,2°,. 


Nach 14 Tagen. Nach 20 Tagen. 
=13,09°, a,.—=355,81°. (= 13,50°, a,,—=355,68°. 




















t a K.10¢ t | a K-10 














25,3 9,66 37,9 25,2 10,15 35,8 
35,0 8,39 39,4 35,5 8,74 38,1 
55,0 7,11 35,5 45,0 7,59 | 38,9 
Ernte 8,9 g, Trockengehalt 27,5°/,. Ernte 21,8 g (3 Versuche), Trocken- 
gehalt 28,8°/). 
25* 


| 
15,7 10,97 36,2 15,0 11,48 | 34,7 
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4. Zur Kontrolle wurde die 20 Tage lang in Wiirze ge- 
lagerte Hefe des Versuchs 3, wieder in Anteilen von 5g, in 
je 500 com neuer Bierwiirze sowohl bei der gleichen niederen 
Temperatur als auch bei héherer (25°) umgeziichtet. Der Inver- 
tasegehalt blieb, wie zu erwarten, im ersten Falle annahernd 
konstant, im anderen vermehrte er sich wie bei Versuch 2. 


a) Bei 6°: Nach 6 Tagen: «,==12,95°, a,—=355,85°. 
« K-10‘ 


10,54 43,8 
8,92 r 
7,35 46,8 

| 6,46 45,1 
Ernte 8,3 g, Trockengehalt 28,9°/,. 
b) Bei 25°: 
Nach 36 Stunden. Nach 64 Stunden. 
& = 12,92°% at, = 355,86°. a) = 12,86°, a, = 355,88°. 


























t a K-10 t a | K-10 








5,0 | 887 | 795 15,0 | 884 | 784 

25,3 6,38 83,0 25,4 5,91 90,0 

35,0 4,12 90,0 35,0 3,78 95,0 

47,0 2,01 94,3 45,0 1,97 99,0 
Ernte 11,6 g, Trockengehalt 26,4°/,. Ernte 9,7 g, Trockengehalt 27,2°/,. 

Die Umrechnung der Reaktionskonstanten sowie der Aus- 
saaten und Ernten auf einen durchschnittlichen Trockengehalt 
von 36°), ergibt: 

Ausgangshefe: K-10* = 20,5. 


Versuch bei 25° Versuch bei 35° 




















Ernte | K-10¢ pod Ernte |K- 10 





- 


m3 
nono 


~ 


- 
S ooo 


» Tes nach 1 Tag — 
9 
148,0 
157,0 
153,0 
182! 


125, 
7. Fihrung in Hefenwasser 
- Glucose 3,8 | 126,0 | 


8. rung in Hefenwasser 

ao 7 | oe 

1) DaB die Gesamtproduktion an Invertase hier trotz der héheren 

Reaktionskonstante schon abgenommen hat, ergibt der Vergleich des Wertes 

fiir Ernte < K-10* (1380) mit dem der vorangehenden Fiihrung (1450) 
~ 
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Kontrollversuch in Bierwiirze bei 5 bis 7°. Ausgangshefe 
wie oben. 








| K-10 








Nach — Lagern . . 


} 
. | 
2 8 | 38 
» il as | 42 
» 14 Cy | 41 
» 20 | | 39 


51 
45 








Umziichtung der Hefe des letzten Versuchs in neue Wiirze: 





bei 5 bis 7° bei 25° 
Aus- | 
saat 








Emte |K-10'| A0s | Emnte K-10 











—_ = 4 — 
Nach 1*/, Tagen 4,8 | 10,2 | 96 
» 8 oe es 48 | 88 | 102 


| 
n 








II. (31. IT. 1914.) 


Invertaseanreicherung in Wiirzen verschiedener 
Konzentrationen. 

Die hier benutzte Stammbierwiirze enthielt 16,2°/, (wasser- 
haltige) Maltose. Sie wurde teils direkt zur Ziichtung bei 25° 
benutzt, teils nach vorheriger Verdiinnung, bis sie in bezug auf 
wasserhaltige Maltose 2°/,ig geworden war (62 ccm in 500 ccm). 
Von der nach 2 Tagen erhaltenen Hefe der 1. Fiihrung wurden 
bei dem Versuch mit Stammwiirze je 5 g in neue Wiirze bei 
25° eingetragen und wieder nach 2 Tagen verarbeitet, und 
ebenso bei der 2. Fiihrung. Bei dem Versuch mit verdiinnter 
Wiirze war die Hefe der 1. Fiihrung 2 Tage in der Wiirze ge- 
lassen, die der 2. Fiihrung 3 -+- 3*/, Tage. 


Ausgangshefe. a, = 13,54°, a, = 355,67°. 








t | rd | K-10 
15,0 12,19 | 22,7 
30,8 10,77 | 28,7 
46,5 917 | 26,0 
59,5 8,04 | 26,9 


Trockengehalt 32,6°/,. 














J. Meisenheimer und L. Semper: 


1. Fiihrung. a, = 12,92°, a, == 355,86° 
Stammwiirze. 


2°/,ige Wiirze. 











4 


K-10 





a 


K-10 





15,3 
30,7 
45,8 
60,0 


9,14 
5,89 
3,25 
1,04 








71,2 
75,2 
79,2 
86,3 


Ernte 14,2 g, Trockengehalt 28,0°/,. 


Stammwiirze. 
6 =15,70°, «,—=354,97° 4), 








9,08 
5,66 
2,99 
0,97 





73,8 
80,4 
84,3 
85,7 


Ernte 6,6 g, Trockengehalt 23,8°/,. 
2. Fiihrung. 


2°/,ige Wiirze. 
%==13,00°, «== 355,84°. 











a 


K-10 





a 


K-10 





15,5 
30,0 
50,5 
60,0 


10,71 
6,31 
2,18 








0,55 


77,0 
87,3 
90,6 
95,0 


Ernte 13,6 g, Trockengehalt 28,2°/,. 





15,0 
34,8 
44,8 
60,0 





7,10 
2,70 
359,90 
358,06 





121,8 
114,4 
139,5 
147,8 


Ernte 6,2 g, Trockengehalt 26,5°/,. 


3. Fiihrung. «, = 13,00°, a, = 355,84°. 
Stammwiirze. 











a K-10 


. 7,54 106,5 
i 3,57 115,0 
. 0,57 124,2 
60,0 | 358,63 131,2 


Ernte 13,3 g, Trockengehalt 28,6°,. 


Reduktion auf 30°/, Trockengehalt: 
Ausgangshefe. K.10* = 22,9: 




















Stammwiirze 2°/,ige Wiirze 





Aussaat 


Ernte 


K-10¢ 


Ernte 


K-10¢ 





, 


14,2 
13,2 


83 
95 


104 








5 5 
4, 5, 144 
4, 12,8 | 125 - 














Obwohl kaum gewachsen, zeigt die mit 2°/,iger Wiirze 
von 25° behandelte Hefe ein Inversionsvermégen von derselben 
GréBenordnung — sogar noch etwas gréBer — als die mit 
Stammwiirze behandelte. 








1) Infolge eines Versehens wurde hier eine etwas konzentriertere 
Zuckerlésung zur Inversion’ benutzt als gewéhnlich. 
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IV. (15. VI. 1914.) 
EinfluB von Glucose und Fructose auf das Inversionsvermégen 
hochgeziichteter Hefe. 

Wie der Versuch II, 2, zeigt auch der folgende, daB bei 
einer an hdhere Temperatur gewohnten Hefe die Invertase- 
vermehrung auf fructosehaltiger Nahriésung starker ist als auf 
glucosehaltiger. Zur Vermeidung jeglicher Autolyse wurde die 
Hefe sowohl beim Heranziichten wie beim eigentlichen Versuch 
nur je einen Tag in der Wiirze belassen und dann sofort um- 
geziichtet. Bei der 1. und 2. Fiihrung wurden je 5 g Hefe 
auf 500 ccm Bierwiirze, bei der 3. und 4. Fiihrung 7,5 g Hefe 
auf 750 ccm Bierwiirze verwendet. Die Temperatur des Brut- 
schrankes betrug wahrend der ganzen Dauer des Versuchs 
28 bis 30° * 

1. Hochziichten der Hefe. 4 Fihrungen, die den In- 
vertasegehalt sogar bis auf das 8*/, fache steigerten. 


Ausgangshefe. 1. Fiihrung. 
o=12,88°, 7,—=355,88°. == 12,77, «,—=355,91° 














t a K.104 t | a K.-10¢ 


15,0 11,93 16,7 15,3 8,07 92,9 
25,0 11,27 17,3 25,0 5,51 97,8 
35,0 10,51 18,6 35,0 3,25 103,0 
45,4 9,82 19,0 45,0 | 1,34 109,2 
Trockengehalt 37,5°/,. Trockengehalt 25,9°/,. 

















2. Fihrung. 3. Fiihrung. 
@=13,46°, «== 355,69°. @ ==12,99°, «,.==355,83°. 














t m K-10 t | m K-10¢ : 


15,0 7,93 107,9 7,39 114,2 
25,4 4,76 115,0 4,58 117,1 
36,3 1,88 126,2 2,19 123,1 
45,0 0,48 126,2 45 0,62 123,1 


Ernte 10,4 g, Trockengehalt 28,4°/,. Ernte 15,5 g, Trockengehalt 29,5°/,. 














4, Fihrung. «, = 12,99°, a, = 355,83°. 








a K-104 


5,67 95,3 
362 | 339 99.4 
450 | 176 | 1026 


Ernte 14,0 g, Trockengehalt 28,6°/,. 


t 





| 
| 
| 
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2. Je 5g dieser hochgeziichteten Hefe wurden mit einer 
Lésung von 10 g Glucose bzw. Fructose in 500 com Hefen- 





















Ernte 7 g, Trockengehalt 28,7 °/,. 











wasser versetzt. 2 Fiihrungen, je 1 Tag dauernd. 
1. Fiihrung. «= 12,51, «,, = 355,99°. 
Glucose. Fructose. 
t a | K-10 oe ee ee 
2 | 096 | 1898 25,0 | 230 | 167 
85 3,38 148,8 35,1 | 359,76 183 





Ernte 6,8 g, Trockengehalt 31,8°/,. 


Je 5g hiervon wurden umgeziichtet. 














Ernte 6,2 g, Trockengehalt 26,5°/,. 





2. Fithrung. «, == 12,51°, a, = 355,99°. 
Glucose’). Fructose’). 

t | a K-10 t a K-10# 
22,7 4,91 117,5 25,0 | 2,40 164,2 
35,0 2,03 124,7 35,1 359,95 176,5 
45,0 0,45 126,2 45,0 358,45 183,6 
55,0 358,89 187,1 55,0 357,65 181,5 








Ernte 6,4 g, Trockengehalt 27,7 /,. 


Reduktion auf 30°/, Trockengehalt: 


Ausgangshefe. K-10‘ == 14,4: 





Aussaat 








Ernte K.10¢ 











1. 6,3 
2. - Ks a _- 
3. ” de> 4,7 
4. ” res 4,9 











120 

9,9 126 
1019 128 
9,0 102 





















Glucose 


Versuch mit 


Fructose 









Aussaat 


K-10¢ 





Aussaat 











K-10* 
























48 
. er ae 4,8 5,5 


151 
137 











*) 9), der gefundenen Ernte (s. 0.). 


*) */, der gefundenen Ernte. Die Ernte war wohl deshalb niedriger, 
weil der Versuch schon nach 19 Stunden statt nach 24 Stunden auf- 
gearbeitet wurde. 











4,8 7,2 
5,38 5,8 








1) Es wurden hier nur die nach 25 und 30 Minuten Inversion er- 
haltenen Werte fiir die Aufstellung der Bilanz verwandt. 





165 
185 
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V. (26. VI. 1914.) 
Erniedrigung des Invertasegehalts hochgeziichteter Hefe 
durch Giarung bei niederer Temperatur. 

Von der Hefe der dritten Fiihrung des vorigen Versuchs 
wurden 5 g in 500 ccm Bierwiirze, die durch Einstellen in 
Wasser auf 5 bis 6° gekiihlt war, zur Garung gebracht. Die 
Hefe klumpte hierbei zusammen, erzeugte aber noch ziemlich 
lebhafte Garung. Von Zeit zu Zeit wurde umgeschiittelt. Bei der 
2. und 3. Fiihrung wurden nur je 3g Hefe in 500 ccm Wiirze 
ausgesat. Das Wachstum war in allen Fallen auffallend gering. 





1. Fihrung 
(nach 7 Tagen). 
@ = 12,679, 


2. Fihrung 
(nach 8 Tagen). 
& = 13,65°, 


3. Fiihrung 
(nach 8 Tagen). 
@, = 12,979, 


,, = 355,82°. ,, = 355,62°. te, = 355,84°. 





a | K-104 





ic a | K-10 t 


t ! x | K-10 





| 16,3 | 7,48 | 99,3 15,0 
25,0 | 5,08 | 105,0 
35,0 | 2,83 | 110,0 
45,0 | 0,81 | 119,0 

Ernte 5,2 g, 

Trockengehalt 29,6°/,. 








9,97 | 66,3 15,0 | 10,20 | 51,1 
25,0 | 7,56 | 71,7 25,0 | 852) 523 
35,0 | 5,46 | 75,2 35.4 | 6,60 | 56,9 
45,4 | 345 | 778 45,0 | 4,84 | 62,2 
Ernte 4,5 g, Ernte 3,8 g, 
Trockengehalt 33,3 °/,. Trockengehalt 32,3 °/,. 


Reduktion auf 30°/, Trockengehalt: 
Ausgangshefe K-10‘ = 14,4. 3. Fiihrung K-10* = 123 (Vers. IV). 








| K-10 


5,1 109 
5,0 66 
3. - "is | ee oe Se 51 


| Aussaat Ernte 
. Fihrung. . 49 
' ” er 3,0 








2 


| 


VI. (18. V. 1914.) 
Invertaseverinderung wihrend einer Fihrung der Hefe in 
der Brauerei. 

Die Priifung einer im Betriebe der hiesigen Versuchs- und 
Lehrbrauerei befindlichen Bierhefe (Rasse U) wiahrend der 
Dauer einer Fiihrung (Nr. 5) ergab ein annaherndes Konstant- 
bleiben des Invertasegehaltes. Die Temperatur des Giarkellers 
betrug 5°, die des Gargutes wurde zwischen 8 bis 9° gehalten. 
Nach den angegebenen Zeiten wurden 2 bis 31 der garenden 
Fliissigkeit abgehebert und zentrifugiert. Die letzte Probe 
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wurde nach Beendigung der Garung, nach 9 Tagen, aus der 
abgesetzten und gewaschenen Hefe entnommen. 





Anstellhefe. «, = 13,07°, «., = 355,82°. 





t 


ax 


K-10 





20,0 
25,5 
35,0 
45,6 





11,55 
11,09 
10,45 

9,72 


20,0 
20,7 
20,3 
20,5 





Trockengehalt 26,9». 
Nach 2 Tagen. 


Nach 1 Tag. 
@ = 13,26°, w= 355,76% 


@ == 13,50°, «= 355,68°. 














a 


K-10 





15,2 
25,0 
35,7 
45,0 





12,27 
11,38 
10,51 

9,48 





16,6 
19,7 
20,8 
23,5 


Trockengehalt 26,3°/,. 


Nach 4 Tagen. 
@ =12,92°, «= 355,86°. 








4 


K-10¢ 





11,81 
11,13 


19,4 
19,3 





a 


K-10 





12,30 
11,52 
10,69 

9,91 








Trockengehalt 25,9°,. 


Nach 9 Tagen. 
oy =13,14°, a= 355,79°. 








t a“ 


K-10 





15,1 11,91 
25,0 11,02 


21,2 
22,6 





10,41 19,7 35,0 10,03 24,5 
9,61 20,8 45,5 9,17 24,8 


Trockengehalt 30,6°/,. Trockengehalt 29,6°/,. 
Reduktion der Reduktionskonstanten auf 30°/, Trockengehalt: 














K-10¢ 


Anstellhefe ...| 22,9 
Nach 1 Tage. . .| 23,2 
n 2Tagen.. 24,2 
. Se. eek 
e O's. ft =e 








VII. (27. V. 1914.) 
EinfluB gehopfter und ungehopfter Wiirze auf den Invertase- 
gehalt der Hefe. 


Die nach Beendigung der Giarung erhaltene Hefe des 
vorhergehenden Versuches wurde in Anteilen von je 5 g in 
je 500 ccm gehopfter und ungehopfter Bierwiirze eingefiihrt, 
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die beide aus der gleichen Stammwiirze bereitet und uns von 
der hiesigen Versuchs- und Lehrbrauerei freundlichst zur Ver- 
fiigung gestellt waren. Temperatur des Eiskastens 5 bis 7°. 
1. Nach 9 Tagen. a, = 13,44°, a, == 355,69°. 
Gehopfte Wiirze. Ungehopfte Wiirze. 














a K.-10¢ t | a | K-10 


11,69 30,1 15 11,71 29,7 
10,54 30,9 25 10,56 30,7 
9,31 32,9 35 947 | 31,4 
8,14 34,3 45 | 886 | 326 


Trockengehalt 31,3°/,. Trockengehalt 30,4°/,. 
2. Nach 12 Tagen. a, =13,17°, a, = 355,78° 























a K-10 6 a K.10* 








11,70 25,5 15,0 11,51 29,0 
10,76 25,8 25,0 10,52 28,7 
9,77 26,9 35,3 9,51 29,1 
8,75 28,3 45,0 8,43 30,7 


Trockengehalt 30,1°/,. Trockengehalt 29,6°/,. 











Reduktion auf einen Trockengehalt von 30°/,: 








Gehopfte — 
Wiirze 





gshefe . . 23,9 23,9 
Neck ; ~— ety 30,6 30,7 
‘ 26,3 29,3 








Ein sicherer Unterschied zwischen beiden Versuchen war 
also nicht zu bemerken. 




















Zur Methodik der Lecithinbestimmung in Milch. 
Von 
N. A. Brodrick-Pittard. 


(Aus der Schweizerischen milchwirtschaftlichen und bakteriologischen 
Anstalt Liebefeld-Bern.) 


(Bingegangen am 28. Juli 1914.) 


In einer Reihe von Arbeiten wurde das Vorhandensein von 
organischen Phosphorsiureverbindungen in der Milch, die als 
Lecithin*) angesprochen worden sind, wahrscheinlich gemacht. 
In neuerer Zeit waren es namentlich Burow*) und Nerking 
und Haense}l*), die iiber die Lecithine der Milch gearbeitet 
haben. Auf Veranlassung von R. Burri haben wir uns auch 
mit dieser wichtigen Frage befaBt. 

Da uns an der Arbeitsweise von Burow einige wenig ein- 
leuchtende Umstande aufgefallen sind, haben wir zuniichst eine 
diesbeziigliche Nachpriifung unternommen. Burow bringt die 
EiweiBstoffe der Milch in der Weise zur Gerinnung, daB er 
tropfenweise Milch zu einem Gemisch gleicher Volumina von 
Alkohol und Ather unter Zusatz von einigen Tropfen 30°/,iger 
Essigsaure flieBen 1a8t. Das Filtrat von der EiweiBfallung wird 
nun in einer Porzellanschale bei einer 50° nicht iibersteigenden 
Temperatur im Thermostaten zum zahen Sirup eingedampft, 
um so den Ather und den Alkohol und das gesamte Wasser 
zu vertreiben. Den hierbei erhaltenen Sirup hat Burow mit 
reinem, wasserfreiem Ather erschépfend ausgelaugt. 

Wir beobachteten nun, daB ein in angegebener Weise er- 
haltenes atherisches Extrakt nach Verjagen des Athers ohne 


1) Der Ausdruck Lecithin soll in vorliegender Mitteilung nichts 
anderes als die Gesamtheit der durch Ather und Chloroform extrahierbaren 
organischen Phosphorsdureverbindungen bedeuten. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 495. 

8) Diese Zeitschr. 13, 348, 1908. 
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vorhergehendes AufschlieBen mit Soda-Salpetergemisch eine 
Phosphorsaurereaktion zeigte. Es muBte sich also eine anorga- 
nische Phosphorsiureverbindung dem Atherextrakt beigemischt 
haben, bzw. der wasserfreie Ather hatte offenbar aus dem Sirup 
Wasser und damit anorganische Phosphate aufgenommen. Um 
dieses zu umgehen, wurde versucht, den Sirup méglichst wasser- 
frei zu machen. Zu diesem Zwecke ist bei einem weiteren Ver- 
suche das Filtrat sechs Tage im Thermostaten bei 36° stehen 
gelassen worden. Doch verhinderte die sich hierbei bildende 
feste Kruste eine vollkommene Trocknung des Extraktes. Es 
ergab sich somit die Notwendigkeit, den Sirup vor der Extrak- 
tion mit Ather mit einem Trockenmittel zu behandeln; hierbei 
kamen wasserfreies Chlorcalcium und gegliihtes Natriumsulfat 
in Betracht. Da aber Chlorcalcium infolge seiner schwachen 
Basizitaét eine Verseifung des Lecithins verursachen kénnte, wurde 
dem wasserfreien Natriumsulfat der Vorzug gegeben. 

DaB die Léslichkeit der anorganischen Phosphate in wasser- 
haltigem Ather nicht vernachlissigt werden darf, muBte auch 
aus folgenden Versuchen geschlossen werden. Nachdem das 
mit Natriumsulfat getrocknete Extraktionsgut im Soxhletapparat 
nachweislich vollkommen mit Ather ausgezogen war, wurden 
einige Kubikzentimeter destilliertes Wasser in die Hiilse ge- 
geben. Nachher wurde wiederum 6 Stunden lang mit Ather 
extrahiert. Das hierbei erhaltene atherische Extrakt ergab nach 
Vertreiben des Athers ohne vorheriges AufschlieBen eine sehr 
kraftige Fallung mit Molybdanlésung. 

Um ferner festzustellen, ob das Lecithin bei der Fallung 
der EiweiBkérper durch das Alkohol-Athergemisch quantitativ 
in dieses iibergegangen sei, wurde der Niederschlag bei einer 
groBeren Zahl von Analysen nach dem Abtrennen des Fiil- 
lungsmittels im Thermostaten gut getrocknet und nachher 
wahrend 3 Stunden im Soxhletapparat extrahiert. Bei dieser 
Kontrolle konnte in keinem einzigen Falle eine Spur organischer 
Phosphorséureverbindungen im Extrakte nachgewiesen werden. 
Es war auch von vornherein zu erwarten, daB das Lecithin bei 
der durch die besondere Arbeitsweise bedingten feinen Verteilung 
in dem groBen Uberschusse von Alkohol und Ather léslich sei. 

Da die Lecithine im Chloroform leichter léslich sind als 
im Ather, wurden vergleichende Extraktionen mit Ather und 
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Chloroform in der Weise angesetzt, daB man einmal das Ex- 
traktionsgut zuerst mit Ather und dann mit Chloroform, ein 
andermal umgekehrt zuerst mit Chloroform und dann mit ab- 
solutem, iiber metallischem Natrium getrocknetem Ather auszog. 
Folgende Zahlen sind z. B. bei einer Mischmilch und einer 
Colostrummilch erhalten worden: 
1. 100 cem einer Mischmilch ergaben: 
bei der Atherextraktion a) 0,0171 g Lecithin 
b) 0,0194g os» 
bei der darauf folgenden 
Chloroformextraktion a) 0,0141 g ” 
b) 0,0125g =o» 
2. 100 ccm einer Colostrummilch: 
bei der Atherextraktion a) 0,0353 g Lecithin 
b) 0,0384g so» 
bei der darauf folgenden 
Chloroformextraktion a) 0,0091 g ” 
b) 0,0094 g ” 


Es wurde also mit Hilfe von Chloroform, nachdem das 
Extraktionsgut mit Ather erschépfend extrahiert worden war, 
sowohl bei der Mischmilch als bei der Colostrummilch noch eine 
betrachtliche Menge von Lecithin gewonnen. Im Gegensatz 
hierzu erhielt man beim umgekehrten Verfahren, d.h. wenn 
man zuerst mit Chloroform extrahierte, sofort quantitative Aus- 
beuten, so daB im nachtriglich erhaltenen Atherauszuge in 
keinem Falle Phosphate gefunden wurden. In mehreren Kon- 
trollversuchen war festgestellt worden, daB anorganische Phos- 
phate von dem zur Verwendung kommenden Chloroform pur. 
extra Ph. H. nicht gelést werden. 

Mit obigen Befunden iibereinstimmende Resultate ergaben 
auch eine groBere Anzahl anderer Versuche, die hier nicht an- 
gefiibrt sind. Auch diese sprechen dafiir, daB in der Milch 
wenigstens zwei verschiedene Lecithine vorliegen, die sich durch 
eine verschiedene Léslichkeit in den benutzten Lésungsmitteln 
unterscheiden. 

Wir haben nun, gestiizt auf letztere Befunde, folgendes 
Arbeitsverfahren eingeschlagen: 

100 ccm Milch werden tropfenweise zu dem Ather-Alkohol- 
gemisch gegeben und das Ganze wahrend 6 Stunden in der 
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Schiittelmaschine geschiittelt. Hierauf wird von den auskoagu- 
lierten EiweiBk6rpern abfiltriert, das Filtrat in einer Porzellan- 
schale bei 36° im Thermostaten eingeengt und so weit wie 
moglich getrocknet. Die zuriickbleibende Substanz wird mit 
der 2 bis 3fachen Menge fein gepulverten, frisch gegliihten 
Natriumsulfats vorsichtig verrieben, quantitativ in eine Extrak- 
tionshiilse iibergefiihrt und alsdann mit Chloroform extrahiert. Die 
Extraktion dauert 3 bis 4 Stunden. DasChloroformextrakt wird als- 
dann in einer Platinschale auf dem Wasserbade zur Trockne 
verdampft und der Riickstand nach Bedecken mit einem asche- 
freien Filter auf offener Flamme verkohit. Darauf wird mit 
Soda-Salpetergemisch eine vollstandige AufschlieBung der orga- 
nischen Phosphorverbindungen herbeigefiihrt, die Schmelze in 
verdiinnter Salpetersiure gelést und darin die Phosphorsaure 
nach Woy’) bestimmt. Durch Multiplikation der gefundenen 
Phosphormolybdanverbindung mit 0,43 148t sich die entspre- 
chende Menge Lecithin berechnen. Der Bestimmung nach Woy 
hat man deshalb den Vorzug gegeben, weil methodische Fehler, 
die bei der geringen Phosphorséuremenge schwierig auszuschlieBen 
sind, auf diesem Wege weniger in Betracht fallen. 

Vergleichende Untersuchungen nach der Burowschen und 
nach der von uns befolgten Methode lieferten folgende Resultate: 

100cem Milch mit einem Fettgehalt von 5°/, ergaben: 

nach Burow. ... . . 0,1236g Lecithin 
nach unserer Methode . . 0,0189 g ” 

Das erste Gemelk einer Colostrummilch mit 6,25°/, Fett 
wurde nach Burow gefallt und das Filtrat auf 21 aufgefiillt. 
Hiervon wurden in aliquoten Teilen Lecithinbestimmungen vor- 


genommen : ; 
in 100 cem Milch 


nach Burow..... 0,2145g Lecithin 
nach unserer Methode . . a) 0,0253 g ” 
b) 0,0317 g ” 

Indem wir uns des Chloroforms statt des Athers bei der 
Extraktion bedienen, tritt unser Verfahren in Beziehung zu 
demjenigen von Nerking und Haensel*). Diese Autoren be- 
stimmen Lecithin in der Milch in folgender Weise: 100 ccm 


1) Treadwell, Lehrb. d. analyt. Chem. 5. Aufl. 8. 361. 
Sle. 
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Mileh werden mit 200 ccm Alkohol unter Umrihren gefallt; 
nachdem sich der Niederschlag gut abgesetzt hat, wird filtriert, 
das Filter samt Niederschlag in die Hiilse eines Soxhletappa- 
rates gebracht und nun mindestens 30 Stunden mit Chloroform 
ausgezogen. Das alkoholische Filtrat wird bei 50 bis 60° ver- 
dunstet, der Riickstand mit Chloroform bis zur Erschépfung aus- 
gezogen und dieser Auszug mit dem zur Extraktion des Filters 
und Niederschlags benutzten Chloroformauszug vereinigt. Die 
vereinigten Ausziige werden in der Platinschale verdunstet, der 
Riickstand mit Soda-Salpetermischung vorsichtig verascht und 
in der Asche die Phosphorsiure als pyrophosphorsaure Magnesia 
iiber die Stufe des Ammoniummolybdophosphates bestimmt. 
Wie ersichtlich, wird die Fallung in anderer, weniger ratio- 
nell erscheinender Weise durchgefiihrt und fiir eine vollstandige 
Entfernung des Wassers werden keine Vorkehrungen getroffen. 
Dieser Umstand veranlaBte uns, die Einwirkung des Trock- 
nens auch fiir diese Methode analytisch festzustellen, und zwar 
haben wir in dem einen Falle den Niederschlag vor dem Ex- 
trahieren getrocknet und in dem andern Falle ist streng nach der 
Vorschrift von Nerking und Haensel gearbeitet worden, d. h. 
der Riickstand ist ohne vorherige Trocknung mit Chloroform 
ausgezogen worden. Die Ergebnisse sind folgende: 


100 ccm Milch mit 4°), Fett ergaben: 
1. nach Nerking-Haensel: 


a) getrockneter Riickstand . . 0,0041 g Lecithin 
PL sicie (vices pee IDS lee 00271 g 7» 
0,0312 g Gesamt-Lecithin 
b) getrockneter Riickstand . . 0,0029 g Lecithin 
Pie eo . CRB on 
0,0304 g Gesamt-Lecithin 
c) nicht getrockneter Riickstand 0,0053 g Lecithin 
a ee 0,0251g » 
0,0304 g Gesamt-Lecithin 
d) nicht getrockneter Riickstand 0,0096 g Lecithin 
OOM 3°. 5. PE See 
0,0358 g Gesamt-Lecithin 
2. Nach unserer Methode . a) 0,0267 g ” 


b) 0,0254 g » 
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Um die Einwirkung des Trocknens noch naher zu unter- 
suchen, sind weitere Versuche in der Weise angesetzt worden, 
daB einerseits Riickstand und Filtrat getrocknet wurden und daB 
andererseits die Extraktion ohne Trocknen durchgefiihrt wurde. 

So ergaben 100 ccm Milch mit einem Fettgehalt von 4,4°/, 
folgende Zahlen: 


a) getrockneter Riickstand . . 0,0040 g Lecithin 
getrocknetes Filtrat. . . . 0,0306» » 
0,0346 g Gesamt-Lecithin 
b) getrockneter Riickstand . . 0,0028 g Lecithin 
getrocknetes Filtrat. . . . 0,0278» » 
0,0306 g Gesamt-Lecithin 
a) nicht getrockneter Riickstand 0,0110 g Lecithin 
nicht getrocknetes Filtrat . . 0,0321»  » 


0,0431 g Gesamt-Lecithin 


b) nicht getrockneter Riickstand 0,0079 g Lecithin 
nicht getrocknetes Filtrat . . 0,0383 » ” 


0,0462 g Gesamt-Lecithin 

Wie aus diesen und den obigen Ergebnissen deutlich her- 
vorgeht, wird durch das Trocknen sowohl im Riickstand wie 
im Filtrat die Menge der schlieBlich erhaltenen Phosphor- 
molybdanverbindung herabgesetzt. 

Dieses Resultat fiihrte uns dazu, unsere Methode mit der- 
jenigen von Nerking-Haensel zu vergleichen, und zwar ge- 
schah dies in der Weise, daB die gemachten Erfahrungen hier- 
bei beriicksichtigt wurden und daB man auch beim Extrahieren 
des Lecithins nach Nerking-Haensel Filtrat und Riickstand 
vor der Extraktion gut trocknete. 

Zu erwahnen ist noch, daB die Hauptmenge des Lecithins 
sich im Filtrat befindet; die Extraktion des Riickstandes ist in 
2 bis 3 Stunden beendigt. Da durch eine 30stiindige Extraktion 
keine weitere Vermehrung erreicht wurde, ist die Extraktions- 
dauer entsprechend reduziert worden. Im Mittel betrug der 
Lecithingehalt im Riickstande nicht mehr wie 2,5 mg. 

Diese Bestimmungen ergaben folgende Resultate: 

1. 100 cem einer Milch mit 3,95°/, Fett: 
nach Nerking-Haensel (unter Trock- 
nung von Riickstand und Filtrat) . . a) 0,0460 g Lecithin 
b) 0,0311 g ” 
nach unserer Methode ...... . a)0,0249¢ ” 
b) 0,0283g » 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 96 
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. 100 com einer anderen Milch mit ebenfalls 3,95°/, Fett: 


nach Nerking-Haensel (unter Trocknung 
von Riickstand und Filtrat). . . . . . 0,0390 g Lecithin 
nach unserer Methode .,..... . 0,03823g ” 


Aus diesen Resultaten ergibt sich, daB unsere Befunde in 
gewissem Gegensatze zu denjenigen von Nerking-Haensel 
stehen, indem wir fiir Lecithin nie so hohe Werte gefunden 
haben wie diese Autoren. Die vorsichtige Entfernung des 
Wassers aus Riickstand und Filtrat hat allerdings zur Folge, 
daB beim Arbeiten nach Nerking-Haensel merklich niedrigere 
Werte erhalten werden; doch sind diese immer noch gréBer als 
die nach unserer Methode gefundenen. 

Nachdem nun eine als zuverlissig erscheinende Methode 
zur Bestimmung des Lecithins gefunden worden war, wurde 
sie auf eine gréBere Zahl von Milchproben angewendet. Die 
Resultate sind folgende: 


1. 100 ccm Milch, Fettgehalt 3,95°/,, ergaben: 


a) 0,0249 g Lecithin 
b) 0,0283g =» 


2. 100 cem Milch, Fettgehalt 3,95°/,, ergaben: 
a) 0,0353 g Lecithin 
b) 0,0365g » 
c) 0,0323 g n 


3. 100 ccm Milch, Fettgehalt 4,00°/,, ergaben: 
0,0349 g Lecithin 


4. 100 com Milch, Fettgehalt 4,35°/,, ergaben: 
a) 0,0261 g Lecithin 
b) 0,0254g on 
c) 0,0254g =» 
5. 100 cem Milch, Fettgehalt 5,27°/,, ergaben: 
a) 0,0312 g Lecithin 
b) 0,0319 g ” 
100 ccm des 3. Gemelkes (Colostrum) der Kuh ,,Arve“ 


lieferten: 
a) 0,0261 g Lecithin 


b) 0,0206g » 
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100 cem des 5. Gemelkes (Colostrum) der Kuh ,,Arve“ 


lieferten: 
a) 0,0245 g Lecithin 


b) 0,0212g So» 
c) 0,0222g » 
100 ccm des 7. Gemelkes (Colostrum) der Kuh _,,Arve“ 


lieferten: 
a) 0,0446 g Lecithin 


b) 0,0478 g " 
100 com des 2. Gemelkes (Colostrum) der Kuh , Bella“ 


lieferten: 
a) 0,0467 g Lecithin 


b) 0,0425g =» 


Aus der Betrachtung dieser Zahlen ergibt sich, da8 der 
Lecithingehalt der Milch Schwankungen unterworfen ist, die 
sich durch die Individualitét der Tiere, Alter, Stand der Lac- 
tation usw. erkliren lassen. Aus diesem Grunde und infolge 
des sehr geringen Gehaltes an Lecithin ist die Bestimmung 
dieses Milchbestandteiles zur Feststellung der Qualitat der Milch 
nicht als erfolgversprechend anzusehen. Im iibrigen ist die Be- 
stimmung eine so langwierige und kostspielige, daB sie sich, 
wiirde auch der Gehalt an Lecithin ein konstanterer sein, wohl 
schwerlich in der Praxis einbiirgern diirfte. Erwahnung ver- 
dient noch die Beobachtung, daB der Lecithingehalt in den 
meisten Fallen mit dem Fettgehalt ansteigt; dieser Befund 
steht im Widerspruch zu den Resultaten von Nerking und 
Haensel. 

Weiterhin sind auch Bestimmungen des Lecithins in Vor- 
bruch, Vorbruchbutter, Rahm und Rahmbutter durchgefihrt 
worden. Es war naimlich nicht ohne Interesse, festzustellen, 
ob der Minderwertigkeit der Vorbruchbutter gegeniiber der 
Rahmbutter beziiglich des Geschmackes auch eine Minder- 
wertigkeit der Zusammensetzung entsprechen wiirde. 

Es ergaben 100 ccm Vorbruch: 

Fettgehalt 2,65°/,. . . . 0,0328 g Lecithin 
” 3,655, ....« 0,03884g » 
o | IIgs a. ORME gos 
Auch bei diesen Zahlen ist ein Anwachsen des Lecithin- 


gehaltes mit der Zunahme des Fettes zu beobachten. 
26* 
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Zur Bestimmung des Lecithins in der Vorbruchbutter 
wurden 15 g derselben im Thermostaten mit wasserfreiem 
Natriumsulfat getrocknet und wahrend 12 Stunden extrahiert. 


1. 15 g Vorbruchbutter enthielten: a) 0,0294 g Lecithin, 
b) 0,0284g so» 
2. 15g ” ». § Siw,» 


100 ccm Rahm, 15°/, Fett, lieferten folgende Resultate: 
a) 0,0914 g Lecithin 
b) 0,0892 g ” 
15 g Rahmbutter enthielten: 
a) 0,0225 g Lecithin 
b) 0,0220g 
c) 0,0215g So» 


Beim Vergleich dieser Zahlenreihen ergibt sich, daB die 
fiir die Gewinnung des Vorbruchs nétige Temperatur von 80° 
im Gegensatz zu den von Bordas und Raczkowski’) ge- 
machten Angaben keine Zersetzung des Lecithins verursacht zu 
haben scheint, mit anderen Worten, daB kein Unterschied in 
der Qualitét der Vorbruch- und Rahmbutter in bezug auf den 


Gehalt an Lecithin besteht. 


SchluBfolgerungen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann man wie 
folgt zusammenfassen: 

1. Bei der Bestimmung des Lecithins ist groBes Gewicht 
auf vollkommene Trocknung des Extraktionsgutes zu legen; 
das AuBerachtlassen dieses Umstandes erklirt zum Teil die 
auseinandergehenden Resultate anderer Autoren. 

2. Der Gehalt der Milch an Lecithin scheint in gewisser 
Hinsicht von der Lactationszeit und der Individualitét der 
Milchtiere abhingig zu sein. 

3. Der Lecithingehalt der Milch scheint mit deren Fett- 
gehalt zuzunehmen. 

4. Die Qualitét der Vorbruchbutter in bezug auf den 
Lecithingehalt steht derjenigen der Rahmbutter nicht nach. 


*) Compt. rend. 186, 56, 1902. 





Zur Kenntnis der Assimilation von Kohlenstoff- und 
Stickstoffverbindungen durch Schimmelpilze. 


Von 
Alexander Kossowicz (Wien). 


(Eingegangen am 2. Juli 1914.) 


In einer Serie von Arbeiten') konnte ich den Nachweis 
fiir die Assimilation verschiedener Kohlenstoff- und Stickstoff- 
verbindungen, die sowohl allgemeineres physiologisches als auch 
Interesse vom landwirtschaftlichen Standpunkt bieten, so von 
Harnstoff, Harnsaéure, Hippursiure, Glykokoll, Guanidin, Guanin, 
Rhodanverbindungen, Kalkstickstoff, Nitriten und Nitraten, 
durch eine Anzahl weitverbreiteter, teils als Zersetzer von 
Nahrungs- und Genu8mitteln, teils durch ihre Pflanzen- oder 
Tierpathogenitét bekannter Schimmelpilze, bringen. 

Meine friiher verdffentlichten Untersuchungen wurden in 
der bei Ernahrungsversuchen mit Schimmelpilzen gewéhnlich 
geiibten Weise in mit Wattestopfen verschlossenen GlaBgefaiBen 
(meist Erlenmeyer-K6lbchen) vorgenommen. Da stets Kontroll- 
versuche ohne den betreffenden Nahrstoff ausgefiihrt wurden, in 
denen es zu einem Pilzwachstum nicht kam, erscheinen sie 
jedenfalls beweiskraftig. Zwei Umstiinde bewogen mich aber, 
einen Teil dieser Versuche mit gianzlich verschiedener, wesent- 
lich komplizierterer Versuchsanstellung zu wiederholen: Die 
Moglichkeit der Aufnahme des elementaren Stickstoffs der Luft 
und verschiedener in der Luft, speziell in der Laboratoriums- 
luft, vorhandener Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen. Die 
von mehreren Autoren hervorgehobene Bindung des elementa- 


1) Zeitschr. f. Gérungsphysiol., allgemeine, landw. und techn. Myko- 
logie 1, 60, 121, 124, 317; 2, 51, 55, 59, 81, 84, 1912; 2, 154, 1913; 
3, 321, 1918. — Kossowicz, Einfiihrung in die Agrikulturmykologie, 
1. Teil: Bodenbakteriologie, Berlin 1912. 
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ren Stickstoffs der Luft durch Schimmelpilze kommt nach 
meinen kiirzlich in dieser Zeitschrift mitgeteilten Versuchs- 
ergebnissen’) allerdings meiner Ansicht nach nicht mehr in 
Frage. Hingegen konnte eine Aufnahme unbekannter Ver- 
bindungen durch in Niahrlésungen geziichtete Schimmelpilze 
aus der Laboratoriumsluft in Bestaitigung von Befunden, 
die durch Elfving*) an Schimmelpilzen, Beyerinck und 
van Delden®*) an Bakterien, Klécker*) an Hefen (SproBpilzen) 
gemacht wurden, von mir erneut festgestellt werden. Als ich 
die hier folgenden Versuche begann, rechnete ich allerdings 
auch noch mit der Assimilation des elementaren Stickstoffs 
durch Schimmelpilze. 

Sowohl bei meinen dlteren als auch bei den hier ange- 
fiihrten Versuchen handelte es sich fiir mich vor allem um 
die ernahrungsphysiologische Frage, ob die betreffenden Ver- 
bindungen den gepriiften Schimmelpilzen, darunter vorwiegend 
solchen, die daraufhin iiberhaupt noch niemals untersucht 
wurden, als Kohlenstoffnahrung bzw. Stickstoffnahrung dienen 
kénnen, eine rein qualitativ zu lésende Frage. Von ganz 
sekundarer Bedeutung erscheint die weitere Frage, ob mehr 
oder weniger von der betreffenden Substanz von dieser oder 
jener Pilzart in langerer oder kiirzerer Zeit verzehrt wird, und 
bildet eine Arbeit fiir sich, die auch nur dann in wissenschaft- 
lich befriedigender Weise gelést werden kann, wenn auch zu- 
vor festgestellt wird, ob die in Anwendung kommende Niahr- 
lésung, die Ziichtungstemperatur und noch mancherlei andere 
Faktoren eine vergleichende Priifung iiberhaupt gestatten. Sie 
lag vorlaufig nicht mehr in meinem Plan. Wichtig erschien 
mir aber die Feststellung der Zwischen- und Stoffwechselpro- 
dukte, worauf ich jedoch erst in einer spéteren Abhandlung 
in ausfiihrlicher Weise zuriickkommen werde. Pilzgewichts- 
bestimmungen wurden nicht ausgefiihrt. Derartige Pilzgewichts- 
bestimmungen, so gut sie sich auch manchmal in einer Ab- 
handlung ausnehmen médgen und fiir die Griindlichkeit des 








1) Diese Zeitschr. 64, 82, 1914. 
*) Elfving, Studien tiber die Einwirkung des Lichtes auf die 

Pilze, Helsingfors 1890. 

*) Centralbl. f. Bakt. 10, 33, 1903. 

*) Compt. rend. du labor. de Carlsberg 10, 99, 1911. 
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Forschers Zeugnis ablegen, sind mit so groBen Fehlerquellen 
behaftet (die groBe Schwierigkeit des Auswaschens der Nahr- 
lésung, die lange Dauer und UngleichmaBigkeit des Trocknens, 
der ungleiche Wassergehalt, die Hygroskopizitét, die kleinen 
Gewichtsmengen, bei denen auch geringfiigigere Differenzen 
stark zum Ausdruck kommen, die Abhangigkeit von der GréBe 
der Pilzeinsaat, der Temperatur usw.), daB ihnen, auBer etwa 
fiir besondere vergleichende Untersuchungen, meiner Ansicht 
nach so gut wie gar kein Wert zukommt, um so mehr als 
man ja gréBere Unterschiede ohnehin mit freiem Auge ebenso 
gut wahrnehmen und durch die Bezeichnungen ,,gute kraftige 
Entwicklung, Deckenbildung, Depotbildung, sehr spirliche Ent- 
wicklung, Bildung einzelner Flocken, Ausbleiben jeder Entwick- 
lung“ auch dem Leser verdeutlichen kann. 

Zu den im nachfolgenden beschriebenen Versuchen wurden 
je 100 ccm der betreffenden in Erlenmeyer-Kélbchen befindlichen 
Nahrlésung verwendet. Um die in der Luft befindlichen orga- 
nischen Verbindungen von der Nahrlésung abzuhalten, wurden 
die Versuchskélbchen nach der Beimpfung mit der entsprechen- 
den Schimmelpilzkultur, die mit einem Platindraht erfolgte, 
wobei neben wenigen Mycelfiden einzelne Konidien bzw. Sporen 
aus einer gut entwickelten Pilzkultur auf in Eprouvetten be- 
findlichen Kartoffelstreifen in die Nahrlésung iibertragen wurden, 
mit Vorlagen verbunden, die konzentrierte Schwefelséure, dann 
Kalilauge, ferner eine Kaliumpermanganatlésung und destillier- 
tes Wasser enthielten. 

Die Versuchsdauer betrug 4 Wochen. Die Versuchstempe- 
ratur schwankte zwischen 16 und 20°. 

Zur Verwendung kamen Reinzuchten genau und sicher 
bestimmter Schimmelpilze, und zwar von Aspergillus glaucus, 
Aspergillus niger, Botrytis Bassiana, Cladosporium 
herbarum, Isaria farinosa, Penicillium glaucum, Peni- 
cillium brevicaule, Phytophthora infestans, Mucory 
Boidin und eines roten Farbstoff bildenden Fusariums 
(Fusisporium G). 

Die genannten Pilze stammen aus der k. k. landw. bakt. 
Versuchsstation in Wien, die sie seinerzeit aus dem Labora- 
torium Kral in Prag bezogen hatte. Sie wurden von mir 
nachgepriift, mit neuen Zuchten aus dem Laboratorium Kral 
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in Wien verglichen und identisch befunden und spiter dem 
letztgenannten Laboratorium zur Verfiigung gestellt. Eine Aus- 
nahme bildet das Fusarium, das, wie mir mitgeteilt wurde, 
unter dem Namen Fusisporium G seinerzeit von Herrn 
Regierungsrat Appel der Versuchsstation in Wien zur Ver- 
fiigung gestellt wurde. Den iibernommenen Namen Mucor 
Boidin fiir Amylomyces bzw. Mucor Rouxii behielt ich 
bei. Bei dieser Gelegenheit kann ich nicht umhin, zu be- 
merken, daB bei physiologischen Versuchen, die ergeben sollen, 
ob eine bestimmte chemische Verbindung in irgendeiner Weise 
ausgenutzt oder zersetzt werden kann, es von besonderer 
Wichtigkeit ist, daB tatsaichlich sicher bestimmte Reinzuchten 
von Pilzen verwendet werden, das Herausziichten von Pilzen 
aus irgendwelchen Substraten, wie Erde, Diinger usw. und die 
Anwendung dieser Pilze zu derartigen Versuchen ist bei der 
auBerordentlichen Schwierigkeit, welche die genaue Pilzbestim- 
mung auch dem geiibten Mykologen verursacht, der groBen 
Unsicherheit, die auf diesem Gebiete herrscht, nicht empfehlens- 
wert. Interessante Angaben hieriiber findet der Leser in einer 
kritischen Abhandlung von v. Héhnel*) und einer zweiten von 
Weese’), die sich mit den Zustaénden in den einzelnen Teilen 
der speziellen Mykologie befassen. Wenn z. B. Bierema’) 
von einem dem ,,Cordicyps militaris sehr ahnlichen Pilz“ und 
einem ,,wahrscheinlich mit Septosporium bifurcum Fres. 
identischen Pilz“ spricht, die Hippursaéure zersetzen, so hat er 
wohl bloB den sehr allgemein gehaltenen, schon friiher vor- 
handenen Nachweis (Shibata‘) geliefert, daB es auch Schimmel- 
pilze gibt, die Hippursiure zersetzen. Etwas anderes ist es, 
wenn es sich bloB darum handelt, festzustellen, was fiir Pilze 
in einem zu priifenden Substrat vorkommen und wie sie sich 
in physiologischer Beziehung verhalten. Da tritt aber eben 
die Aufgabe des Pilzsystematikers in den Vordergrund. Rein 
wissenschaftlich-physiologische Fragen kénnen in einwandfreier 


1) Zeitschr. f. Garungsphysiol., allgem., landw. und techn. Myko- 
logie 4, 207, 1914. 

*) Zeitschr. f. Garungsphysiol., allgem., landw. und techn. Myko- 
logie 8, 214, 1913. 

’) Centralbl. f. Bakt. 23, 672, 1909; Dissertation Leipzig 1909. 
*) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 388, 1904. 
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Weise nur mit genau und sicher bestimmten Reinzuchten ge- 
lést werden, ,sehr ahnliche“ und ,,wahrscheinlich identische“ 
Pilze taugen dazu nicht und sind derartige physiologische Fest- 
stellungen ziemlich wertlos. 

Beziiglich der weiteren Literatur iiber das Verhalten der 
Pilze zu den verschiedenen hier angefiihrten chemischen Ver- 
bindungen verweise ich auf meine zu Beginn dieser Abhand- 
lung und bei den einzelnen Verbindungen zitierten Arbeiten. 


Versuche. 
I. Harnstoff?). 

a) Harnstoff als Kohlenstoffquelle. Die Nahrlésung 
hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 4 g 
Harnstoff, 1 g KNO,, 1 g NH,NO,, 0,5 g NH,Cl, 0,5 g KH,PO,, 
0,5 g MgSO,, eine Spur CaSO, und FeCl,. Die eingangs er- 
wahnten 10 Pilze kamen darin nicht zur Entwicklung. 

b) Harnstoff als Stickstoffquelle. Die Nahrlésung 
hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 4 g 
Harnstoff, 10 g Saccharose (reinst), 1g K,HPO,, 0,5 g MgSO, 
und Spuren von CaCO, und FeCl,. Alle 10 Pilze kamen zu 
kraftiger Entwicklung und Deckenbildung. In einer sonst gleich 
zusammengesetzten Nahrlésung, die aber 10 g Mannit (reinst) 
statt Saccharose als Kohlenstoffquelle enthielt, trat ebenfalls 
Entwicklung aller gepriiften Schimmelpilze ein, nur ging sie 
wesentlich langsamer vor sich. In den beimpften Kontroll- 
lésungen ohne Harnstofftrat keine Entwicklung ein. 

Alle daraufhin gepriiften Schimmelpilze vermégen Harn- 
stoff wohl als Stickstoffquelle, nicht aber als Kohlenstoffquelle 


auszunitzen. 
II. Harnsaure’). 

a) Harnsaure als Kohlenstoffquelle. Die Nahrlésung 
hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 2 g 
Harnséure, 1 g KNO,, 1 g NH,NO,, 0,5 g NH,Cl, 0,5 g MgSO,, 
eine Spur NaOH, CaSO, und FeCl,. Alle 10 Schimmelpilze 
kamen zur Entwicklung und Deckenbildung. 


1) Vgl. auch Zeitschr. f. Garungsphysiol., allgem., landw. und techn. 
Mykologie 1, 60, 121, 317; 2, 51, 81, 1912. 

*) Vgl. auch Zeitschr. f. Gérungsphysiol., allgem., landw. und techn. 
Mykologie 1, 60, 121, 317; 2, 51, 81, 1912. 
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b) Harnsaure als Stickstoffquelle. Die Nahrlésung 
hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 2 g 
Harnsiaure, 10 g Saccharose (reinst), 1 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, 
eine Spur NaOH, CaCO, und FeCl,. Alle 10 Schimmelpilze kamen 
in dieser Néhrlésung und in einer solchen, die statt Saccharose 
Mannit enthielt, zur Entwicklung und Deckenbildung. 

Die gepriiften Pilze niitzen Harnsiure sowohl als Kohlen- 
stoff- als auch als Stickstoffquelle aus. In den beimpften harn- 
saurefreien Kontrollésungen kam es zu keiner Pilzentwicklung. 


III. Hippursaure’). 

a) Hippursaéure als Kohlenstoffquelle. Die Niahr- 
lésung bestand aus 1000 ccm destilliertem Wasser, 2 g Hippur- 
sdure, 1 g KNO,, 1 g NH,NO,, 0,5 g NH,Cl, 0,5 g KH,PO,, 
0,5 g MgSO, und einer Spur CaSO,, NaOH und FeCl,. Siamt- 
liche 10 Pilze kamen zur Entwicklung und Deckenbildung. 

b) Hippursaure als Stickstoffquelle. Die Nahrlésung 
hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 2 g 
Hippurséure, 10 g Saccharose (reinst) (in einer zweiten Serie 
‘statt Saccharose 10 g Mannit), 1 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, eine 
Spur NaOH, CaCO, und FeCl,. Alle 10 Pilze kamen zur Ent- 
wicklung und Deckenbildung. Die gepriiften Pilze nutzen 
Hippursaéure als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle aus. In den 
mit den Schimmelpilzen beimpften hippursaurefreien Kontroll- 
lésungen trat keine Entwicklung ein, 


IV. Glykokoll?*), 

a) Glykokoll als Kohlenstoffquelle. Die Nahrlésung 
hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 
4 g Glykokoll, 1 g KNO,, 1 g NH,Cl, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g 
MgSO,, eine Spur CaSO, und FeCi,. Alle 10 Pilze kamen zur 
Entwickung und Deckenbildung. 

b) Glykokoll als Stickstoffquelle. Die Niahrlésung 
bestand aus: 1000 ccm destilliertem Wasser, 2 g Glykokoll, 
10 g Saccharose (reinst) bzw. Mannit, 1 g KH,PO,, 0,5 g 
MgSO,, einer Spur CaCO, und FeCl,. Alle 10 Pilze kamen 
zur Entwicklung und Deckenbildung. 

*) Vgl. Zeitschr. f. Garungsphysiol., allgem., landw. u. techn. Myko- 


logie 1, 60, 121, 317; 2, 51, 81, 1912. 
*) Ebenda. 
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Es nutzen somit die gepriiften Schimmelpilze Glykokoll 
sowohl als Kohlenstoffquelle als auch als Stickstoffquelle aus, 
In den mit Schimmelpilzen beimpften glykokollfreien Kontroll- 
nahrlésungen kam es zu keiner Pilzentwicklung. 


V. Guanin?). 


a) Guanin als Kohlenstoffquelle. Die Nahrlésung 
hatte die Zusammensetzung: 1000 com destilliertes Wasser, 
2g Guanin, 1 g KNO,, 1 g NH,Cl, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, 
eine Spur CaSO, und FeCl,. Alle 10 Pilze kamen zur Ent- 
wicklung und Deckenbildung. 

b) Guanin als Stickstoffquelle. Die Naihrlésung hatte 
die Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 2 g Guanin, 
10 g Saccharose (reinst) bzw. 10 g Mannit, 1 g KH,PO,, 0,5 ¢ 
MgSO,, eine Spur CaCO, und FeCl,. Alle 10 Pilze kamen zur 
Entwicklung und Deckenbildung. 

Guanin wird von den Schimmelpilzen als Kohlenstoffquelle 
und als Stickstoffquelle verwendet. In den mit den Pilzen beimpf- 
ten guaninfreien Kontrollésungen trat keine Entwicklung ein. 


VI. Guanidin hydrochloricum und Guanidin carbo- 
nicum?’). 

a) Guanidin hydrochloricum und Guanidin car- 
bonicum als Kohlenstoffquelle. Die Nahrlésung hatte die 
Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 2 g Guanidin 
carbonicum bzw. 2 g Guanidin hydrochloricum, 1 g KNO,, 
1g NH,Cl, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, eine Spur CaSO, und 
FeCl,. Die Pilze zeigten auch nach Ablauf von 6 Wochen nur 
ganz geringfiigige Flockenbildungen, keine deutliche Ent- 
wicklung. 

b) Guanidin hydrochloricum und Guanidin car- 
bonicum als Stickstoffquelle. Die Nahrlésung bestand aus: 
1000 cem destilliertem Wasser, 2 g Guanidin hydrochloricum, bzw. 
Guanidin carbonicum, 10 g Saccharose (reinst) bzw. 10 g Mannit, 
1g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, einer Spur CaCO, und FeCl,. Alle 
10 Schimmelpilze kamen zur Entwicklung und Deckenbildung. 

- 1) Ebenda 2, 84, 1912. 


®) Vgl. Zeitschr. f. Garungsphysiol., allgem., landw. u. techn. Mykologie 
2, 84, 1912. 
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Guanidin wurde von den Pilzen wohl als Stickstoffquelle, 
nicht aber als Kohlenstoffquelle ausgenutzt. 


VIL. Kaliumrhodanat (KCNS)'). 


a) Kaliumrhodanat als Kohlenstoffquelle. Die Nahr- 
lésung hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 
2g KCNS, 1g KNO,, 1g NH,Cl, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, 
eine Spur CaSO, und FeCl,. Nach Verlauf von 6 Wochen war 
bloB in einzelnen VersuchsgeféBen schwache Flockenbildung 
wahrzunehmen, zu einer wirklichen Pilzentwicklung war es nicht 
gekommen. 

b) Kaliumrhodanat als Stickstoffquelle. Die Nahr- 
lésung hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes 
Wasser, 2 g KCNS, 10 g Saccharose (reinst) bzw. 10 g Mannit, 
1 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, eine Spur CaCO, und FeCl,. Die 
Pilze zeigten nach 4 Wochen eine zwar schwache, aber deutliche 
Entwicklung und schwache (zum Teil unterbrochene) Decken- 
bildung. 

In den Kontrollnihrlésungen ohne Kaliumrhodanat kam 
es zu keiner Pilzentwicklung. Die Pilze konnten Kalium- 
rhodanat wohl als Stickstoffquelle, nicht aber als Kohlenstoff- 
quelle ausniitzen. 


VIII. Nitrit als alleinige Stickstoffquelle’). 


Die Niahrlésung hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm 
destilliertes Wasser, 5 g KNO,, 10 g Saccharose (reinst) bzw. 
10 g Mannit, 1 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, eine Spur CaCO, und 
FeCl,. Alle 10 Pilze kamen zu kraftiger Entwicklung und 
Deckenbildung. 


IX. Nitrat als alleinige Stickstoffquelle. 


Die Nahrlésung hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm 
destilliertes Wasser, 5 g KNO,, 10g Saccharose (reinst) bzw. 
10 g Mannit, 1 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, eine Spur CaCO, und 
FeCl,. Alle 10 Pilze kamen zu kraftiger Entwicklung und 
Deckenbildung. 


1) Ebenda 2, 59, 1912. 
*) Vgl. auch Zeitschr. f. Gaérungsphysiol., allgem., landw. u. techn. 
Mykologie 2, 55, 1912; 3, 321, 1913. 
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X. Kalkstickstoff als alleinige Stickstoffquelle’). 

Die Kalkstickstofflésung wurde durch Filtration (durch 
Berkefeldfilter) sterilisiert. Sie hatte die Zusammensetzung: 
1000 ccm destilliertes Wasser, 2 g Kalkstickstoff, 10 g Saccharose 
(reinst), 1 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, eine Spur FeCl, und eine Spur 
Salzsiure. Das ungeléste Salz (Niederschlag) wurde nicht mit ver- 
wendet, so daB die eigentliche Konzentration der Nahrlésung (Salz- 
gehalt) eine viel niedrigere war. Alle 10 Schimmelpilze kamen zu 
einer allerdings nur schwachen Entwicklung und zeigten nach Ver- 
lauf von einigen (2 bis 4) Wochen auch schwache Deckenbildung. 

Die hier angegebenen Versuche wurden nicht bloB unter 
Verwendung einer wesentlich abweichenden Versuchsanordnung, 
die einen Ausschlu8 der in der Laboratoriumsluft befindlichen 
Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen erméglicht, durchgefiihrt, 
auch die benutzten Nahrlésungen waren von den friiher heran- 
gezogenen vielfach in der Zusammensetzung und Konzentration 
verschieden. Darauf ist auch zuriickzufiihren, daB manche Pilze, 
die zur Assimilation von Harnsaéure, Guanin und Kalkstickstoff 
in den friiher veréffentlichten Versuchen nicht veranlaBt werden 
konnten, sich in diesen neuen Versuchen als kraftige Assi- 
milanten erwiesen. Es liegt also auch nach dieser Richtung 
eine Erweiterung meiner Befunde vor, die im iibrigen durch 
die neuen Versuche eine Bestitigung erfuhren. 

Die Befunde lassen sich daher wie folgt zusammenfassen: 

Bei Ausschlu8 der in der Laboratoriumsluft stets vor- 
handenen Kohlenstoff- und Stickstoffverbindungen durch ent- 
sprechende Versuchsanordnung zeigten Reinzuchten der eingangs 
erwahnten 10 Schimmelpilze, die recht verschiedenen Gruppen 
des Pilzreiches angehéren und in der Natur stark verbreitet 
sind, die Fahigkeit, Harnstoff, Harnsaiure, Hippursaure. 
Glykokoll, Guanin, Guanidinverbindungen, Nitrite, 
Nitrate und Kalkstickstoff als alleinige Stickstoffquelle 
zu assimilieren. Als Kohlenstoffquelle wurden von den an- 
gefiihrten, als solche iiberhaupt in Betracht kommenden Verbin- 
dungen, nur Harnsaure, Hippursaure, Glykokoll und Guanin, nicht 
aber Harnstoff, Guanidin und Kaliumrhodanat ausgeniitzt. 


*) Der Kalkstickstoff stammt aus einer Fabrik in Sebenico. Vgl. 
Zeitechr. f. Girungsphysiol., allgem., landw. u. techn. Mykologie 1, 124, 
1912; 2, 154, 1913. 








Ober das Verhalten von Hefen und Schimmelpilzen zu 
Nitraten. 


I. Mitteilung. 
Von 
Alexander Kossowicz (Wien). 
(Hingegangen am 27. Juli 1914.) 


Hagem?’) sagt im Jahre 1910 in seinen Untersuchungen 
iiber norwegische Mucorineen: ,Jedoch diirfen wir wohl sagen 
daB unsere Kenntnis von der pilzlichen Nitratassimilation eine 
sehr liickenhafte ist. Erstens liegen iiber das Verhalten der 
verschiedenen Pilzabteilungen, Gattungen und Arten nur auBerst 


sparliche Erfahrungen vor, und zweitens wissen wir von den 
chemischen Prozessen, die sich bei der Nitratassimilation ab- 
spielen, gar nichts.“ Damit prazisiert Hagem recht gut 
den damaligen Stand dieser Frage. Im Jahre 1910 wurden 
nun auch die hier vorliegenden Untersuchungen, und zwar zu- 
nachst von mir allein, begonnen, die ergaben, daB saimtliche 
daraufhin untersuchte Schimmelpilze, die recht verschiedenen 
Gruppen des Pilzreiches angehéren, Nitrat assimilieren kénnen *). 
Von Interesse erschien es nun weiter festzustellen, in welcher 
Weise die Assimilation der Nitrate erfolgt, denn die iibliche 
Priifung des Assimilationsprozesses' mit NeBlerschem Reagens, 
wie sie von Hagem durchgefiihrt wurde, ergibt bei Verwen- 
dung zuckerhaltiger Nahrlésungen, wie ich*) dies schon an 


1) Oskar Hagem, Untersuchungen iiber norwegische Mucorineen, 
II. Videnskabs-Selskabets Skrifter, I. Math. Nat. K1. 1910, Nr. 4, S. 26. 

*) Al. Kossowicz, Zeitschr. f. Girungsphysiologie, allgem. landw. 
u. techn. Mykologie 2, 55, 1912; 3, 322, 1913. 

*) Al. Kossowicz, Zeitschr. f. Gérungsphysiologie, allgem., landw. 
u, techn. Mykologie 1, 519, 1912; 2, 57, 1912; 8, 321, 1913. 





A. Kossowicz: Verhalten von Hefen u. Schimmelpilzen zu Nitraten. 401 


anderer Stelle nachweisen konnte, ganz unverlaBliche und nicht 
geniigend beweiskraftige Resultate. Zu einem Teil dieser 
weiteren Versuche wurden auch meine Schiiler, die Herren 
J. Hanisch (1911/12) und W. Loew (1912/13) herangezogen’). 
Im Jahre 1911 erschien auch eine Abhandlung von G. E. Ritter’), 
die unsere Kenntnisse iiber die Nitratassimilation durch Schim- 
melpilze wesentlich erweiterte, ohne allerdings naheren Ein- 
blick in den Chemismus der Nitratassimilation zu gewiahren. 

Vor der Besprechung der eigenen Versuche soll eine kurze 
Ubersicht der iiber die Nitratassimilation durch Schimmel- 
pilze bestehenden, ziemlich sparlichen Literatur gegeben werden, 
aus der auch ersichtlich wird, daB von den einzelnen Autoren 
meist vielfach einander widersprechende Resultate erhalten 
wurden, ein Umstand, der fiir sich allein eine Neuaufnahme 
und Uberpriifung der friiheren Versuche rechtfertigt, ganz ab- 
gesehen davon, daB auch Pilze in den Kreis unserer Be- 
obachtungen gezogen wurden, deren physiologisches Verhalten 
bisher im allgemeinen nur sehr liickenhaft erforscht erscheint 
und die in bezug auf Nitratassimilation tiberhaupt noch nicht 
untersucht worden sind. 


Uber die Nitratreduktion durch Pilze auBert sich im Jahre 1868 
Schénbein*) in einer kiirzeren Notiz: ,Schwimme und Pilze iiber- 
haupt zerlegen nach meinen Beobachtungen H,0, sehr lebhaft, und 
alle die von mir bis jetzt untersuchten Pflanzen dieser Art verhielten 
sich zu den Nitraten wie Konferven, die Hefe usw., was mehr als nur 
wahrscheinlich macht, daB alle Pflanzenmaterialien, die das Wasserstoff- 
superoxyd zu katalisieren vermégen, auch die salpetersauren in salpetrig- 
saure Salze umwandeln kénnen.“ 

Im Jahre 1878 konnten Schlésing und Miintz*) feststellen, daB 
Aspergillus niger, Penicillium glaucum, Mucor Mucedo und 
Mucor racemosus Nitrat assimilieren und unter Ammoniakbildung 
reduzieren. 

Bemerkenswert erscheinen die SchluBfolgerungen von Nageli und 
O. Loew). Sie betonen, daB Salpetersiure von Schimmelpilzen nach 


- 


1) Al. Kossowioz, Zeitschr. f. Garungsphysiologie, allgem., landw. 
u. techn. Mykologie 2, 55, 58, 1912; 3, 322, 325, 1913. 

*) G. E. Ritter, Ber. d. Deutsch, botan. Ges. 29, 570, 1911. 

*) C. F. Schénbein, Journ. f. prakt, Chem. 105, 208, 1868. 

*) Schlésing und Mintz, Compt, rend. Paris 86, 892, 1878. 

5) Nageli und 0. Loew, Sitzungsber. d. kgl, bayer. Akad. d, Wis- 
senschaften Miinchen 10, 277, 1880. 
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vorheriger Umwandlung in Ammoniak assimiliert wird. Salpetrige 
Siure als Zwischenprodukt konnte nicht nachgewiesen werden, so daB 
den beiden Forschern die Méglichkeit der direkten Umwandlung 
des Nitrats in Ammoniak ohne Ausscheidung des intermediar wahr- 
scheinlich gebildeten Nitrits gegeben erscheint. Auch in seinen ,Unter- 
suchungen iiber niedere Pilze“ bestritt Niageli') die Fahigkeit der 
Schimmelpilze zur Nitratreduktion. 

E. Laurent*) konnte in einer Nahrlésung von der Zusammen- 
setzung 1000 com Wasser, 5,75 g Kaliumphosphat, 0,1 g Magnesium- 
sulfat, 6,07 g Natriumnitrat und 2,5 g Saccharose, bei einer Versuchs- 
temperatur von 20 bis 22°, eine Nitratreduktion zu Nitrit durch Clado- 
sporium herbarum, Penicillium glaucum, Alternaria tenuis 
und Mucor racemosus, nicht aber durch Aspergillus glaucus, 
Aspergillus niger und Botrytis cinerea feststellen, Wir finden 
hier einen Gegensatz zu den Angaben von Niageli*) bzw. Nageli 
und Loew‘) und zum Teil auch zu jenen von Schlésing und 
Mintz’). 

Nach den Angaben von Went und Prinsen Geerligs®) ver- 
mag Chlamydomucor Oryzae Nitrate und Nitrite nicht als Stick- 
stoffquelle zu verwerten. K. Wolf’) fand, daB Mucor Mucedo Nitrat 
zu Nitrit reduziert und da8 bei Eintritt einer kraftigen alkoholischen 
Garung auch die salpetrige Séure verschwindet. Czapek®*) berichtet, 
daB Aspergillus niger auf Nitraten gut gedeiht und in Ammonium- 
nitratlésung ein besseres Wachstum zeigt (Pilztrockengewicht auf 1°/,ige 
Lésung und 3°/,igen Zucker 213,2 mg) als in Kaliumnitratlésung (Pilz- 
gewicht 157,6 mg). Butkewitsch®*) und Nikitinsky*) beobachteten 
ein besseres Pilzwachstum auf Ammonsulfat, als auf Ammonnitrat. 

In den Versuchen von Ritter") zeigten Thamnidium elegans, 
Mucor Mucedo und Rhizopus nigricans in 1°/,igen Nitratlésungen 
(5%, Traubenzucker und 1%, KNO,) ,fast keine Entwicklung‘; 
besser war sie auf Ammonnitrat. Ritter bestitigte auch die Fest- 
stellung von E. Laurent™), daB Aspergillus glaucus, Clados- 


1) Nageli, Unters. iiber niedere Pilze 1882, S. 45. 

*) E. Laurent, Bull. de Acad. de Belgique 20, 309, 1890. 

5) Nageli, a. a. O. 

*) Nageli und Loew, a. a. 0. 

5) Schlésing und Mintz, a. a. O. 

*) Went und Prinsen Geerligs, Ref. im Centralbl. f. Bakt. 1, 
504, 1895. 

”) K. Wolf, Hygienische Rundschau 9, 546, 1899. 

*) F. Czapek, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 47, 1903. 
*) Butkewitsch, Jahrb. f. wissensch. Botan. 88, 212, 1902. 

) Nikitinsky, Jahrb. f.-wissensch. Botan. 40, 12, 1904. 

“) G. E. Ritter, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 27, 582, 1909. 

1%) E. Laurent, a. a. 0. 
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porium herbarum und Mucor racemosus auf KNO,-Lésung besser 
gedeihen, als auf Ammonsulfat-Nahrlésung. 

O. Hagem’) priifte eine groBe Anzahl von Mucor-Arten auf ihr 
Verhalten zu Kaliumnitrat unter Verwendung verschiedener Kohlen- 
stoffquellen. Wihrend einige dieser Mucor-Arten, wie z. B. Mucor 
racemosus, ein sehr gutes Wachstum in Nitratlésungen zeigten, war 
jenes anderer sehr spiarlich. Der Reduktionsvorgang wurde mit dem 
GrieBschen Reagens, mit Jodkaliumstérke und mit dem NeBlerschen 
Reagens gepriift. Doch wurde diese Priifung nicht fortlaufend in ein 
und derselben Kultur ausgefiihrt, sondern nach willkiirlich bemessenen 
Zeitraumen die Versuchsnahrlésung einer einzigen Priifung unterzogen. 
Wie ich*) schon an anderer Stelle bemerkt habe, kénnen aber nur fort- 
gesetzte, zu verschiedenen Zeiten an ein und derselben sich weiter ent- 
wickelnden Zucht (event. Parallelzuchten) ausgefiihrte Untersuchungen 
iiber derartige Ernahrungsvorginge der Pilze verlaéBlicheren AufschluB 
geben. Dieser Umstand gibt zum Tell auch schon die Erklérung der 
von Hagem beobachteten groBen UngleichmaBigkeit in der Nitrat- 
reduktion durch Mucor-Arten, die Hagem z. B. folgendermafen 
charakterisiert: ,Ich muB8 hier gleich bemerken, daB die Nitritreaktion 
selbst mit dem auBerst empfindlichen GrieBschen Reagens nicht immer 
auftritt, vielmehr aber in ihrem Auftreten von noch nicht klargelegten 
Verhialtnissen abhaingt“, und an anderer Stelle: ,Das Auftreten von 
Ammoniak ist in den meisten Nitratkulturen mit NeBlers Reagens 
leicht nachweisbar, doch ist auch hier in einzelnen Versuchen diese Re- 
aktion beinahe negativ ausgefallen“*). Allerdings ware noch mit einer 
anderen Méglichkeit zu rechnen, nimlich mit der, daB es auch Pilze 
gibt, die nicht, wie allgemein angenommen wird, das Nitrat vor der 
Assimilation zu Nitrit und dann zu Ammoniak reduzieren und dann 
erst letzteres assimilieren, sondern entweder 1. als Nitrat direkt assi- 
milieren, 2. zu Nitrit reduzieren und als solches assimilieren, 3. zu Am- 
moniak direkt reduzieren und als solches assimilieren (Nageli und 
Loew). Fir die Wahrscheinlichkeit einer direkten Assimilation des 
Nitrit-Ions durch Schimmelpilze wurden vom Verfasser experimentelle 
Beweise bereits friiher erbracht*). Indem Hagem von der allerdings 
nicht bewiesenen Voraussetzung ausgeht, daB die Reduktion des Nitrats 
,nur innerhalb der Pilzzellen, also im Protoplasma, und nie in der 
Kulturfliissigkeit“ stattfindet, kommt er zur Annahme, da8 die ,,Nitrat- 
assimilation durch eine Reduktion der Nitrate iiber Nitrite bis auf Am- 
moniak stattfindet*. Ganz abgesehen, daB sich diese Annahme natur- 


1} 0. Hagem, Untersuchungen iiber norwegische Mucorineen, II. 
Videnskabs-Selskabets Skrifter, I. Math. Nat. Kl. 1910, Nr. 4, S. 25. 

®) A. Kossowicz, Zeitschr. f. Garungsphysiologie, allgem., landw. 
u. techn. Mykologie 3, 326, 1913. 

8) O. Hagem, a. a. O.S. 31. 

*) A. Kossowicz, Zeitschr. f. Gérungsphysiologie, allgem., landw. 
u. techn. Mykologie 2, 58, 1912; 3, 325, 1913. 
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gem&B vorerst nur auf die von Hagem allein gepriiften Mucor-Arten 
beziehen kann, lassen sich auBer dem Hinweis auf die UnverlaBlichkeit 
des NeBlerschen Reagens fiir den Ammoniaknachweis in Zucker- 
lésungen auch die oben angefiihrten Einwande entgegenstellen’), ganz 
besonders unter Bezugnahme auf die bestehende, eingangs erwahnte 
altere Literatur auch die Méglichkeit eines verschiedenen Verhaltens 
ungleicher Pilze, wodurch weitere experimentelle Untersuchungen nach 
dieser Richtung hin gewi8 berechtigt erscheinen. 


Im Jahre 1911 beschaftigt sich Ritter*) abermals mit diesem 
Gegenstande. Eine Nitratreduktion unter Nitritbildung konnte er unter 
Verwendung des Trommsdorfschen Reagens und Metaphenylendiamin 
bei Botrytis cinerea, Macrosporium commune, Penicillium 
glaucum, Cladosporium herbarum, Aspergillus niger, Mucor 
racemosus und Mucor spinosus nachweisen. Ritter betont auch 
da8 man eine Ansammlung von Nitrit nur in neutralen oder alkali- 
schen Kulturfliissigkeiten erzielen kénne. Nebenbei bemerkt, wurde 
die Feststellung, daB alle von uns untersuchten Pilze Nitrat assimi- 
lieren, von mir und spiter die bestatigende Nachpriifung von mir und 
Hanisch noch vor Erscheinen der Publikation Ritters erhalten, wo- 
bei auch in unseren Versuchen eine gewisse UnregelmaBigkeit und Un- 
gleichmaBigkeit in den Reduktionsvorgingen deutlich zur Beobachtung 
kam. Fir Hefen wurden Nitrate gewohnlich als ungiinstige Stickstoff- 
quelle angesehen, wie dies aus den Befunden A. Mayers*) und Lau- 
rents‘) deutlich hervorgeht, welch letzterer (Laurent) insbesondere 
auf die Reduktion der Nitrate zu Nitriten und die giftige Wirkung der 
Nitrite auf Hefen hinweist. Gelegentlich seiner Untersuchungen iiber 
das Verhalten der Hefen in mineralischen Zuckerlésungen hat der Ver- 
fasser®) auch Nahrlésungen, die Nitrat als alleinige Stickstoffquelle ent- 
hielten, zur Ziichtung von Hefen herangezogen, wobei er die Beobachtung 
machte, da8 sie sich bei Einimpfung kleiner Hefenmengen zur Ernahrung 
der Hefen ebensowenig gut eignen, wie ammoniumchlorid- oder ammo- 
niumphosphathaltige Zuckerlésungen. Bekanntlich war es Wildiers’®), 
der noch unbekannte Stoffe, das sogenannte ,Bios“, als erforderlich fiir 
die Ernihrung der Hefe hinstellte und das Versagen der Ziichtungsver- 
suche in rein mineralischen Zuckerlésungen (mit Stickstoff in anorgani- 
scher Bindung) auf den Mangel dieser Stoffe in solchen Nahrlésungen 
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1) A. Kossowicz, Zeitschr. f. Garungsphysiologie, allgem., landw. 
u. techn. Mykologie 1, 319, 1912; 2, 57, 1912; 3, 321, 1913. 

*) G. E. Ritter, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 29, 570, 1911. 

%) Ad. Mayer, Untersuchungen iiber die alkoholische Garung, den 
Stoffbedarf und den Stoffwechsel der Hefepflanze, Heidelberg 1869. 

*) Laurent, Annal. Soc. belge de Microscopie 14, 29, 1890. 

5) Al. Kossowicz, Zeitschr. f. d. landw. Versuchswesen in Oster 
reich 6, 27, 1903. 
%) Wildiers, La Cellule 18, 318, 1901. 
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zurickfiihrte’). Es ist nun gewi8 von Interesse, daB erst kiirzlich 
Kita’) einen dem Oryzanin (Suzukis) dhnlichen Stoff in Maltose 
fand, der die Vermehrung der Hefe wesentlich begiinstigt, also auch 
eine Art ,Bios“, Uber das Verhalten einer Rosahefe zu NaNO, liegen 
Untersuchungen von Raciborski®) vor. Eine Assimilation von Nitrat 
konnte Beijerinck‘) fiir Saccharomyces acetaethylious nachweisen, 
und auch nach Effront®) kénnen Nitrate zur Ernahrung der Hefe dienen. 
Eine altere Angabe von Dubrunfaut*) betont gleichfalls die Taug- 
lichkeit der Nitrate zur Ernahrung der Hefe. Mit dem Einflusse der 
Nitrate auf die Garung der Hefe, vom Standpunkte der Praxis der 
Garungsgewerbe aus beschiaftigten sich auch Evans’) und Briant’). Die 
Nitratreduktion im HefenpreBsaft unter Stickstoffentbindung ist nach 
Wroblewski’) ein rein chemischer, kein enzymatischer Vorgang”). 


Eigene Versuche, 


Die Versuche wurden mit den nachfolgenden Schimmel- 
pilzen ausgefiihrt: Aspergillus niger, Aspergillus glaucus, 
Penicillium glaucum, Penicillium brevicaule**), Isaria 
farinosa*, Botrytis Bassiana*, Mucor y Boidin*, ein 
roten Farbstoff abscheidendes Fusarium (sogen. Fusi- 
sporium G)*, Cladosporium herbarum und Phytophthora 


1) Kine zusammenhangende Darstellung iiber die Biosfrage gibt 
der Verfasser in A. Kossowicz, Einfiihrung in die Mykologie der Ge- 
nuBmittel und in die Garungsphysiologie, Berlin 1911. 

*) G. Kita, Zeitschr. f. Garungsphysiol., aligem., landw. u. techn. 
Mykologie 4, 321, 1914. 

8) Raciborski, Bull. intern. de |’Acad. des sciences de Cracovie, 
Class. math. et nat. 1906, Nr. 8, 8. 733. 

*) Beijerinck, Centralbl. f. Bakt. 11, 68, 1892. 

5) Effront, Zeitschr. f. Spiritusindustrie 22, 126, 1899. 

*) Dubrunfaut, Compt. rend. de |’Acad. Paris, 73, 263, 1871. 

”) Evans, Journ. federated Inst. Brewing 2, 195, 1896. 

*) Briant, Journ. federated Inst. Brewing 5, 372, 1899. 

*) Wroblewski, Centralbl. f. Physiol, 18, 284, 1899. 

10) Vgl. auch P. Thomas, Compt. rend. de l’Acad. 131, 1901. — 
Pringsheim, diese Zeitschr. 3, 1907. — Kayser, Compt. rend. de 
VAcad. 150, 1, 1910. — Fernbach und Lanzenberg, Compt. rend. 
de Acad. 151, 1910. — Lindner und Stockhausen, Wochenschr. f. 
Brauerei Nr. 40, S. 23 und Biochem. Centralbl. 4. — Lindner, Rilke 
und Hoffmann, Wochenschr. f. Brauerei Nr. 40, 8. 22. 

1) Die mit Stern bezeichneten Schimmelpilze wurden bisher auf 
ihr Verhalten zu Nitraten iiberhaupt nicht gepriift. Das gleiche gilt 
auch fiir die hier angefiihrten Hefen (SproBpilze). 
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infestans*. Der letztgenannte Pilz (Phytophthora) wurde 
nur zu den im Jahre 1910/11 durchgefiihrten Versuchen 
herangezogen, da die bez. Reinkultur spiter zugrunde ging. 
Zum Vergleich wurden nebenbei auch einige Hefen, und zwar 
Saccharomyceten und Schizosaccharomyceten herangezogen, und 
zwar: Saccharomyces apiculatus*, Saccharomyces cere- 
visiae I H.*, Saccharomyces ellipsoideus I H.*, Wein- 
hefe Johannisberg II*, Hefe Rasse XII der Berliner Station* 
und Schizosaccharomyces mellacei’). 

Die Versuche wurden in kleinen Erlenmeyerkélbchen, die 
mit 50 ccm Niahrlésung versehen und mit Wattepfropfen ver- 
schlossen wurden, ausgefiihrt, und zwar kamen nur Schimmel- 
pilz- und Hefenreinzuchten und sterile Nahrfliissigkeiten zur 
Anwendung. Eine genaue Uberpriifung ergab, daB auch 
wahrend der Untersuchung der Versuchsnahrlésungen, in denen 
Pilz- bzw. Hefenwachstum auftrat und ebenso der nichtbe- 
impften Kontrollnahrlésungen keinerlei Fremdinfektion einge- 
treten war. Die Sterilisierung der Nahrlésungen wurde durch 
3maliges +/,stiindiges Erhitzen im Kochschen Dampftopf 
(str6menden Dampf) durch ungefahr */, Stunde in Intervallen 
von 24 Stunden bewirkt. Die Schimmelpilze wurden zunichst 
auf in Reagensglaisern befindlichen sterilisierten Kartoffelkeilen, 
die Hefen auf Wiirzeagar geziichtet und von da in die nitrat- 
haltigen Mineralsalznahrlésungen iibertragen. Die Impfung er- 
folgte mit einem sterilen Platindraht. Die Versuchstemperatur 
betrug 16 bis 19°. 

Zur Destillation mit Magnesiumoxyd zum quantitativen 
Nachweis des Ammoniaks wurden je 20 ccm der mycelfreien 
N&hbrlésung nach vorhergehendem kraftigen Schiitteln und 
darauffolgendem Stehenlassen der Kultur durch ca. */, Stunde 
bis zum Verschwinden der Schaumbildung verwendet. Das 
Ammoniak wurde in "/,,.-Salzsiure aufgefangen. Die Riick- 
titration erfolgte mit "/,,.-Natronlauge, wobei 1 ccm HCl 


*) Die von mir seinerzeit (Zeitschr. f. d. landw. Versuchswesen in 
Osterreich 6, 27, 1903) gemachte Beobachtung der Bildung ‘eines roten 
Farbstoffes in mineralischen Zuckerlésungen mit Ammoniumverbindungen 
als Stickstoffquelle durch Saccharomyces ellipsoideus I H. konnte 
von mir auch fiir verschieden zusammengesetzte nitrathaltige Zucker- 
lésungen bestatigt werden. 










Verhalten von Hefen und Schimmelpilzen zu Nitraten. 407 


1,05 com NaOH enteprach. Der Titer der 3! oo" HCl- Léeung 
war 1 ccm "/,59-HCl = 0,0007425 g HCl = 0,0003467 g NH,. 

Von den vielen gleichartigen und dhnlichen Versuchen, 
die sich meist entweder nur durch kleine Anderungen in der 
Zusammensetzung der Nahrlésung oder durch die Zwischenzeit- 
raume, in denen die Untersuchung der Nahrlésung in bezug 
auf die Bildung von Nitrit und Ammoniak erfolgte, unter- 
schieden, und die im Prinzip recht iibereinstimmende Resultate 
aufwiesen, soll hier nur eine kleine Auswahl gegeben werden. 


A. Versuche mit Schimmelpilzen. 


Versuch 1. 


Die Nahrlésung hatte die Zusammensetzung: 1000 com Leitungs- 
wasser, 25 g Handelsraffinade, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO, und 3 g KNO,. 
Alle eingangs genannten Schimmelpilze kamen nach Verlauf von einer 
Woche zu einer kraftigen Entwicklung und Deckenbildung’). 


Versuch 2. 


Die Nahrlésung bestand aus 1000 ccm destilliertem Wasser, 25 g 
Saccharose (reinst), 0,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, 3 g KNO,, einer Spur 
FeCi, und CaCO,. Alle eingangs erwahnten zehn Schimmelpilze zeigten 
nach 4 bis 10 Tagen gute, kraftige Entwicklung. 


Versuch 3. 


Die Nahrlésung hatte die Zusammensetzung: 1000 com destilliertes 
Wasser, 25 g reinste Saccharose, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO, und 3g 
KNO,. Innerhalb 7 Tagen kamen alle 9 Schimmelpilze (Phytophthora 
infestans wurde zu den weiteren Versuchen wegen Verungliickung der 
Reinzucht nicht mehr herangezogen) zu kraftiger Entwicklung. 

Die erste Priifung auf NH,, NO, und NO, erfolgte nach 7 Tagen, 
dann wurde daraufhin nach 14, 21, 28, 30 und 34 Tagen gepriift. Nach 
Verlauf von 30 Tagen war noch in allen Zuchten Nitrat nachzuweisen. 
Nach 33 Tagen wurde der Versuch abgebrochen: Nitrat war in allen 
Versuchskélbchen noch anzutreffen, mit Ausnahme der Zuchten von 
Botrytis Bassiana, Fusarium (Fusisporium) und Penicillium 
brevicaule, in denen das Nitrat bereits vollkommen verschwunden war. 
Zum Nachweis des Nitrits wurden Jodzinkstérkelésung und GrieBsche 
Lésung in Anwendung gebracht. Wie aus dem Nachfolgenden hervor- 


1) Beziiglich der Stickstoffverbindungen der Laboratoriumsluft und 
der Entwicklung der Schimmelpilze in Nitratnahrlésung bei Ausschlu8 
der letzteren s. Al. Kossowicz, diese Zeitschr. 64, 82, 1914 und 64, 
216, 1914. 
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geht, ergaben sich zu verschiedenen Untersuchungszeiten auch vielfach 
Unterschiede beziiglich der einzelnen Reaktionen; es ist daher auch be- 
greiflich, daB eine blo8 einmalige Untersuchung solcher Pilzzuchten leicht 
zu Fehlschliissen fiihren kann. 


Die Schimmelpilzzuchten zeigten 7 Tage nach der Impfung 


der Nahrlésungen: 








Pilzzucht 


Nitrit 
nach GrieB 


Nitrit mit Zink- 
jodid-Starkelsg. 


Reaktion mit 
NeBlers Reagens 











Asp. niger 

Asp. glaucus 

Cladosp. herb 

Isaria farin...... 
Penic. glauc.. .... 
Penic.brev. ..... 
Fusarium... . 
Botrytis Bassiana 
Mucor Boidin . . 
Kontrolle 


Nach 14 Tagen: 





schwach 
schwach 
schwach 
stark 
nein 
stark 
nein 
schwach 
stark 
nein 





schwach 
sehr schwach 
schwach 
stark 
nein 
stark 


nein 

sehr schwach 
stark 
nein 





stark 
stark 
nein 
stark 
stark 
nein 
nein 
nein 
nein 
nein 














Pilzzucht 


Nitrit mit Zink- 
jodid-Starkelsg. 


Reaktion mit 
NeBlers Reagens 





Asp.niger. .... 
Asp. glaucous. .... 
Cladosp. herb 

Isaria farin. . . . 
Penic. glauc.. . . . 
Penic. brev 


Botrytis Bas. 


Mucor Boldin . . . . 
Kontrolle. ... 


Nach 21 Tagen: 








nein 
sehr schwach 
stark 
nein 
nein 
stark 
nein 
schwach 
schwach 
nein 





sehr stark 
stark 
schwach 
stark 
stark 
schwach 








Pilzzucht 


Nitrit 
nach GrieB 


Nitrit mit Zink- 
jodid-Starkelsg. 





Isaria farin 
Penic. glauc.. . ... 
Penic. brev 
Fusarium . 
Botrytis Bas. ... . 
Mucor Boidin . fe 





nein 
nein 
stark 
nein 
nein 
nein 


stark 





nein 
nein 
stark 
nein 
nein 
nein 
stark 
stark 
schwach 











Nach 23 Tagen: 
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Pilzzucht 












Reaktion mit 
NeBlers Reagens 












ee 





Penic. glauc.. ... . 
>  . 
Fusarlam ; ..... 
Botrytis Bas. pies 
Mucor Boidin ... . 





Nach 30 Tagen: 





Nitrit Nitrit mit Zink- 
nach GrieB | jodid-Starkelsg. 
nein nein 
nein nein 
stark stark 
nein nein 
nein nein 
nein nein 
stark stark 
stark stark 
schwach schwach 




















nein ; 
nein : 
stark } 
schwach ; 

stark 
schwach | 
’ 









stark 
nein 



























Pilzzucht 





Nitrit 


nach GrieB 





Nitrit mit Zink- 
jodid-Starkelsg. 








Reaktion mit 
NeBlers Reagens 











oe Oe feo se ie 
ee ae 


Botrytis Bas. . . . 
Mucor Boidin .... 











Nach 33 Tagen: 


nein 
nein 
stark 
nein 
nein 
schwac 
stark 
nein 
schwac 








nein 
nein 
stark 
nein 
nein 
h schwach 
stark 
nein 
bh schwach 


















stark 
nein 
schwach 
schwach 
stark 
schwach 
stark 
nein 
nein f 






















Pilzzucht 

















Reaktion mit 
NeBlers Reagens 













Clad. herb. 
Isaria farin...... 
: Penic. glauc.. . .. .« 
pS ee 


ae ee aS 


Botrytis Bas. rm 
Mucor Boidin . . 


















Nitrit Nitrit mit Zink- 

nach GrieB | jodid-Starkelsg. 
nein nein 
nein nein 
stark stark 
nein nein 
nein nein 
nein nein 
stark stark 
nein nein 

schwach schwach 





Aus dem Versuch 3 geht hervor, da8 von den untersuchten 
9 Schimmelpilzen, mit Ausnahme von Penicillium glaucum, 
alle eine Reduktion des Nitrats zu Nitrit aufwiesen (vgl. Ver- 
such 4). Die Reaktion auf NH, nach NeBler gaben alle Pilze 
auBer Mucor y Boidin. Die Kontrollésung zeigte weder die 
Nitrit- noch (i. 14 T.) die NeBlersche Reaktion. Die Reaktion nach 
NeBler ist in diesem Falle, wie schon eingangs erwahnt wurde 





stark i 
nein 
nein 

schwach 
stark 
schwach 

stark 
nein 
nein 
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fiir die Ammoniakbildung nicht beweiskraftig, weil ja schon 
die bloBe Hydrolyse der Saccharose diese Reaktion auch ver- 
anlassen kann; sie besitzt in diesem Falle nur einigen orien- 
tierenden Wert. Wir sehen auch ganz deutlich, daB die ein- 
zelnen Pilze sich zu verschiedenen Zeiten der Entwicklung in 
bezug auf diese Reaktionen sehr ungleich verhalten. 





Versuch 4, 

Die Nahrlésung bestand aus: 1000 ccm Leitungswasser, 25 g reinster 
Saccharose, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO, und 3g KNO,. 4 Tage nach 
der Impfung der Nahrlésungen wurden diese zum erstenmal, 11 Tage 
nach Anlage der Zuchten zum zweitenmal auf NH,, Nitrit und Nitrat 
untersucht, worauf die Destillation von 20 ccm der Nahrlésung mit MgO 
und Auffangen des entweichenden Ammoniaks in */,.)-HCl erfolgte. 
Am 7. Versuchstage zeigten alle Pilze gute Entwicklung, am 4. Versuchs- 
tage war die Entwicklung der meisten Pilze eine ziemlich gute. Schwach 
entwickelt waren nur Aspergillus glaucus, Cladosporium her- 
barum und Mucor »y Boidin (noch keine zusammenhingende Decken- 
bildung). 


Nach 4 Tagen: 

















Nitrit mit |Reaktion mit|Nitrat mit Di- 
Zinkjodid- NeBlers phenylamin 
tirkelésung} Reagens (u.konz.H,SO, 


Nitrit 


Pilzzucht nach Grie8 \s 


























Asp. niger. . . nein nein stark stark 

.glauc. .. schwach schwach stark stark 
Clad. herb. .. stark stark schwach stark 
Isaria far... . schwach schwach stark stark 
Penic. glauc.. . nein nein schwach stark 
Penic. brev. . . stark stark schwach stark 
Fusarium .. . nein nein schwach stark 
Botrytis Bas. . stark stark schwach stark 
Mucor Boidin . schwach schwach stark 





Nach 11 Tagen: 






















Nitrit Nitrit mit |Reaktion mit|Nitrat mit Di- 
Zinkjodid- NeBlers | phenylamin 
Stirkelésung| Reagens ju.konz.H,SO, 


Pilzzucht nach GrieB 

















Asp.niger. . . nein nein stark schwach 
Asp. glauc. . . nein nein schwach stark 
Glad. herb. . . stark stark schwach stark 
Isaria far... . nein nein stark nein 
Penic. glauc.. . stark stark stark schwach 
Penic. brev. . . nein nein schwach nein 
Fusarium... stark stark stark nein 
Botrytis Bas. . nein nein nein nein 





Mucor Boidin . schwach schwach nein stark 
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Die Destillation der mycelfreien Nahrlésungen mit MgO ergab in 
20 com der Nahrlésung: 

Aspergillus niger . . . . Differenz von 1,2 com */,)9-HCl 

. glaucus ,... . » Null 

Cladosporium herbarum » 0,6 com . 

Isaria farinosa » Null 

Penicillium glaucum » 18,8 ccm 

“ brevicaule . =n 2 

Fusarium te 8 

Botrytis Bassiana.... » Null 

Mucor y Boidin .... » Null 

Kontrolle »n O01 » ” 

Aus diesem Versuch geht zunichst hervor, daB auch 
Penicillium glaucum (vgl. Versuch 3) Nitrat zu Nitrit redu- 
ziert, daB also (unter Zuziehung des Versuches 3) alle von mir 
untersuchten Schimmelpilze Nitrat zu Nitrit zu reduzieren ver- 
moégen. Mucor y Boidin zeigte auch in diesem keine Reaktion 
mit dem NeBlerschen Reagens. Der Destillationsversuch der 
11 Tage alten Pilzkulturen, und zwar der mycelfreien Nahr- 
lésungen ergab sichere Bildung von Ammoniak fiir Aspergillus 
niger, Cladosporium herbarum, Penicillium glaucum 
und Fusarium, zweifelhafte fiir Penicillium brevicaule. 


Versuch 5. 

Dieser Versuch wurde mit einer Nahriésung von der Zusammen- 
setzung: 1000 com Leitungswasser, 25 g Saccharose reinst, 0,5 g KH,PO,, 
0,5 g MgSO, und 3 g KNO, durchgefiihrt. Nach Verlauf von 3 Tagen 
zeigten alle 9 Pilze ziemlich gute Entwicklung und Deckenbildung. Mit 
Ausnahme von Mucor Boidin wiesen alle anderen Pilze die Reaktion 
nach NeBler auf. Die Destillation am 3. Versuchstage ergab in je 
20 com der Nahrlésungen Differenzen von: 

Aspergillus niger. . . . 0,8 com /,o-HCl 

- glaucus ..03 » . 
Cladosporium herbarum 08 » . 
Isaria farinosa 
Penicillium glaucum. . 1,0 » 

” brevicaule 0,4 » 
Fusarium 0,6 » 
Botrytis Bassiana ... Null 
Mucor Boidin 
Kontrolle 

In den Destillaten von Aspergillus niger, Asper- 
gillus glaucus, Cladosporium herbarum, Penicillium 
glaucum, Penicillium brevicaule und Fusarium konnte 
auch mit Hilfe von Platinchlorid die Anwesenheit von Ammoniak 


festgestellt werden (vgl. auch Versuch 6). 


. ££ oa 8.8 es Se 
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Versuch 6. 

Er entsprach dem Versuch 5 in bezug auf die Nahrlésung und er- 
scheint dadurch bemerkenswert, daB auch Isaria farinosa und Botry- 
tis Bassiana, und zwar am 5. Versuchstage sowohl die Reaktion nach 
NeBler gaben, als auch bei der Destillation Differenzen von 0,8 und 
0,2 com */,o9-HCl zeigten und endlich mit Platinchlorid im Destillat 
NH, nachgewiesen werden konnte. Unter Zuziehung des Versuchs 5 er- 
scheint der Nachweis fiir die Ammoniakbildung in nitrathaltigen Zucker- 
lésungen fiir alle untersuchten Schimmelpilze auBer Mucor Boidin 
erbracht. Eine andere Frage ist es allerdings, ob es sich hier in allen 
Fallen um die weitere Reduktion des Nitrite oder bloB um die Bildung 
eines Stoffwechselproduktes, vielleicht aus komplizierteren Stickstoffver- 
bindungen des Pilzkérpers handelt. Erst die spaiter zur Verdéffentlichung 
gelangenden quantitativen Untersuchungen, die in dieser Richtung von 
mir ausgefiihrt wurden, werden auch in dieser Beziehung einige weitere 
Aufschliisse geben. 

Versuch 7. 

In diesem Versuch wurde Mannit als Kohlenstoffquelle gewahlt. 
Die Nahrlésung bestand aus: 1000 com destilliertem Wasser, 5 g KNO,, 
10 g Mannit, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, einer Spur CaCO, und FeCl. 
Nach einer Woche zeigten alle Schimmelpilze gute Entwicklung. 


Nach 9 Tagen: 




















, me . | Nitrit mit Zink- | Reaktion mit 
Pilzzucht Nitrit nach GrieB |; aid Starkeléeg.| NeBlers Reagens 
Asp. niger... . nein nein nein 
Asp. glaucus .. . stark stark nein 
Clad. herb... .. schwach schwach nein 
Isaria farin. .. . stark stark nein 
Penic. glauc.. . . stark stark nein 
Penic. brevic.. . . stark stark nein 
Fusarium .... stark stark nein 
Botrytis Bas. . . schwach schwach nein 
Mucor Boidin .. schwach echwach nein 
Kontrolle .... nein * nein nein 
Nach 13 Tagen: 














| Nitrit mit Zink- | Reaktion mit 








Pilzzucht Nitrit nach GrieB jodid-Starkeldsg.| NeBlers R a 
Asp. niger... . . ja ja nein 
Asp. glaucus .. . ja ja nein 
Clad. herb... . . nein nein nein 
Isaria farin. .. . ja ja nein 
Penic. glauc. . . . sehr stark sehr stark nein 
Penic. brevic. . . ja ja nein 
Fusarium .... ja ja nein 
Botrytis Bas... . ja ja nein 
Mucor Boidin . . ja ja nein 








Kontrolle nein 
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Nach 21 Tagen: 








; me . | Nitrit mit Zink- | Reaktion mit 
Pilzzucht Nitrit nach GrieB jodid-Starkelésg.| NeBlers R 

Asp. niger... . . schwach schwach nein 
Asp. glauc.. .. . stark stark nein 
Clad. herb... .. schwach schwach nein 
Isaria farin. ... stark stark nein 
Penic. glauc. .. . stark stark nein 
Penic. brev. ... stark stark nein 
Fusarium .... stark stark nein 
Botrytis Bas... . stark stark nein 
Mucor Boidin . . stark stark nein 











Nach 36 Tagen: 








: ss ._q(Nitrit mit Zink-| Reaktion mit 
Pilzzucht Nitrit nach GrieB jodid-Starkelésg. NeBlers Reagens 





: ; . | , 
Asp. niger .. . nein nein nein 


Asp. glauc.. .. . schwach schwach nein 

Clad. herb... . . schwach schwach nein 

Isaria farin. . . . schwach schwach stark 

Penic. glauc. . . . stark stark stark 

Penic. brev. ... stark stark | nein 

Fusarium .... stark stark stark 
| 





Botrytis Bas... . nein nein stark 
Mucor Boidin . . stark stark nein 
Kontrolle .... nein nein sehr schwach 





Zur Destillation gelangten nur jene Zuchten, die deutliche Reaktion 
mit dem NeBlerschen Reagens gezeigt hatten. Die Differenzen betrugen 
(20 ccm der Nahrlésung): 


Isaria farinosa - 5,0 com */19-HCl 
Penicillium glaucum - 
Fusarium - 
Botrytis Bassiana - 
Kontrollkolben (unbeimpft, steril) . . 0, ~ 


Dieser Versuch zeigt die eigentiimliche Erscheinung, da8 
in den ersten 3 Wochen keiner der Pilze eine Ammoniakbildung 
aufwies, bzw. daB die Reaktion mit dem NeBlerschen Reagens 
innerhalb dieser Zeit stets negativ blieb. Erst nach 36 Ver- 
suchstagen ist bei Isaria farinosa, Penicillium glaucum, 
Fusarium und Botrytis Bassiana eine kraftige Ammoniak- 
bildung festzustellen und konnte auch mit Platinchlorid NH, 
nachgewiesen werden. Dabei war die Entwickiung der Pilze 
schon nach der ersten Woche eine gute und die Pilze zeigten 
auch eine befriedigende Deckenbildung. Es ergibt sich hier 
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angegeben habe. 


alle 9 Pilze. 
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also wieder die Berechtigung der Annahme einer direkten Assi- 
milation des Nitrit-Ions durch manche Schimmelpilze, die ich 
friiher’) schon fiir Aspergillus glaucus, Cladosporium 
herbarum, Penicillium brevicaule und Mucor Boidin 
In diesem Falle lieB auch Aspergillus 
niger eine Ammoniakbildung vollstandig vermissen. 
Versuch Nr. 8.) Nitritbildung zeigten im Verlauf des Versuchs 


Versuch 8. 


Die Nahrlésung hatte die Zusammensetzung: 1000 com destilliertes 
Wasser, 5 g KNO,, 10 g Mannit, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO,, eine Spur 
CaCO,. Im Verlauf einer Woche kamen alle 9 Pilze zu einer guten Ent- 


wicklung und Deckenbildung. 











(Vgl. a. 































Nach 5 Tagen: 

: Nitrit Nitrit mit Zink-| Reaktion mit 

Pilzzucht nach GrieB | jodid-Starkelsg. | NeBlers Reagens 
Asp.niger...... schwach schwach nein 
Asp. glauc. ..... stark stark nein 
Clad. herb. .. ‘. stark | stark nein 
Isaria farin. . .-+.. stark stark nein 
Penic. glauc..... . stark stark nein 
eee. 6 6: sé stark stark nein 
ee a stark stark nein 
Botrytis Bas. °° schwach schwach nein 
Mucor Boidin . ie stark stark nein 
ee a ee nein nein nein 





Nach 12 Tagen: 






































Nitrit 


Pilzzucht eauk: Guied 


Nitrit mit Zink- 


jodid-Starkelsg. 


Reaktion mit 
NeBlers Reagens 











Roe et ke schwach 
Asp. glauc. .. . stark 
Cad. Baths eas schwach 
Isaria farin..... stark 
Penic.glauc.. ... . stark 
Penic. brev. ..... stark 
WUE, 6 5 6.5 mt stark 
Botrytis Bas. .... schwach 
Mucor Boidin .... stark 


suchstagen erhalten. 


1) Al. Kossowicz, Zeitschr, f. Gérungsphysiologie, allgem., landw. 
u. techn. Mykologie 2, 55, 1912; 8, 321, 1913. 








schwach 
stark 
schwach 
schwach 
stark 
schwach 
schwach 
schwach 
stark 





Ganz gleiche Resultate wurden nach 16, 17 und 19 Ver- 





nein 
nein 
nein 
nein 
nein 
nein 
nein 
nein 
nein 
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Pilzzucht 





Nitrit 
nach GrieB 


| Nitrit mit Zink- 
| jodid-Starkelsg. 


Reaktion mit 
NeBlers Reagens 








Asp. niger 

Asp. glauc. 

Clad. herb. 

Isaria farin 

Penic. glauc 

Penic. brev 

Fusarium 

Botrytis Bas. ‘ 
Mucor Boidin ... . 





Nach 35 Tagen: 


schwach 


sehr schwach 


schwach 
nein 
stark 
stark 
stark 
stark 

schwach 

schwach 





nein 
nein 
nein 
nein 
nein 
nein 
ja 
nein 
nein 





Pilzzucht 


Nitrit 
nach GrieB 





Nitrit mit Zink- 
jodid-Starkelsg. 


Reaktion mit 
NeBlers Reagens 





Asp. niger 
Asp. glauc. 
Clad. herb. 
Isaria farin. 


Fusarium 

Botrytis Bas. 

Mucor Boidin .... 
Kontrolle 





schwach 
schwach 
schwach 
schwach 
schwach 
stark 
stark 
stark 
stark 
nein 


sehr schwach 
schwach 
schwach 
schwach 
schwach 
stark 
stark 
schwach 
stark 





nein 





nein 
nein 
nein 
nein 

ja 
nein 

ja 
nein 
nein 

sehr schwach 


Die Nahridsungen der beiden Pilze, die deutliche Reaktion mit 











dem NeBlerschen Reagens gezeigt hatten, und zwar von Fusarium und 
Penicillium glaucum und die unbeimpfte sterile Kontrollnahrlésung, 
ferner zum Vergleich von Isaria farinosa und Penic. brevicaule, 
wurden der Destillation mit MgO unterworfen, wobei die folgenden Dif- 
ferenzen erhalten wurden: 


PUREE 65.8 eS 
Penicillium glaucum .3,6 » . 
Kontrollnahrldsung . ...0,4 » . 
Isaria farinosa.....01 » ” 
Penicillium brevicaule Null. 


- 4,96 com ®/,99-HCl 


Aus dem Versuch 8 geht hervor, daB in allen 9 Pilz- 
zuchten eine Reduktion von Nitrat zu Nitrit festzustellen war. 
Eine Ammoniakbildung war erst nach 21 Tagen bei Fusarium 
und erst nach 35 Tagen bei Penicillium glaucum festzustellen, 
wahrend die iibrigen Pilze die Reaktion mit dem NeBlerschen 
Reagens innerhalb einer Versuchsdauer von 35 Tagen nicht 
gezeigt habon. Wir sehen also (vgl. auch Versuch 7) in 
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Nahrlésungen, die statt Zucker Mannit enthalten, ein vielfach 
abweichendes Verhalten der Schimmelpilze gegeniiber Nitraten. 





Versuch 9. 

Die Nahrlésung bestand aus: 1000 ccm destilliertem Wasser, 25 g 
Dextrose (reinst), 10 g KNO,, 2,5 g KH,PO,, 0,5 g MgSO, und einer 
Spur CaCO,. Nach 7 Tagen waren alle Pilze gut entwickelt und zeigten 
kraftige Deckenbildung. Die Destillation mit MgO ergab (20 cem der 
mycelfreien Nahrlésung) eine Differenz von: 


Aspergillus niger. . . . 1,6 com ®/,9-HCl 
Aspergillus glaucus . .0,4 
Cladosporium herbarum 0,2 
Isaria farinosa .....1,8 
Penicillium glauoum . . 2,6 
Penicillium brevicaule , 0,1 
PeOeree. si oss ec .o: 0 kD 
Botrytis Bassiana .. .1,6 
Mucor Boidin ,.... . Null. 


Die Ammoniakbildung erscheint in diesem Versuche fiir Asper- 
gillus niger, Aspergillus glaucus, Isaria farinosa, Penicillium 
glaucum, Fusarium und Botrytis Bassiana nachgewiesen. Zweifel- 
haft erscheint sie in diesem Versuche bei Cladosporium herbarum 
und Penicillium brevicaule. Mucor Boidin zeigte keine Am- 
moniakbildung. 
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B. Versuche mit Hefen. 


Versuch 1. 

Die Niahrlésung hatte die Zusammensetzung 1000 ccm 
Leitungswasser, 25 g reinste Saccharose, 0,5 g KH,PO,, 0,5 g 
MgSO,, 3 g KNO,. 

In den ersten mit dieser Nahrlésung und Hefen ausge- 
fiihrten Versuchen, bei denen mit Hilfe eines Platindrahtes nur 
sehr geringe Mengen Hefen in die Versuchskolben eingebracht 
wurden, zeigten die untersuchten Hefen, und zwar Saccharo- 
myces ellipsoideus I H., Saccharomyces cerevisiae I H., 
Weinhefe Johannisberg II, Hefe Rasse XII der Ber- 
liner Station, Saccharomyces apiculatus und Schizo- 
saccharomyces mellacei auch nach Verlauf mehrerer Wochen 
gar keine Entwicklung, es kam also die vom Verfasser schon 
so oft wahrgenommene und schon friiher eingehend studierte’) 


1) Al. Kossowicz, Zeitechr. f. d. landw. Versuchswesen in Osterreich 
6, 27, 731, 1903; Einfiihrung in die Mykologie der GenuSmittel und in 
die Garungsphysiologie, Berlin 1911. 
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Nichteignung mineralischer Zuckerlésungen mit anorganischen 
Stickstoffquellen zur Entwicklung geringer Hefemengen zum 
Ausdruck. Es ergab sich also hier wieder das von Wildiers') 
aufgeworfene Problem der Notwendigkeit besonderer, noch un- 
bekannter Stoffe fiir die Entwicklung bzw. Garung der Hefen, 
das vor kurzem von Kita*) wieder aufgenommen wurde. Auch 
viel komplizierter zusammengesetzte Nahrlésungen erwiesen sich 
zur Entwicklung kleiner Hefemengen innerhalb eines Zeitraums 
von mehreren Wochen untauglich, so z. B. auch eine Nahr- 
lésung von der Zusammensetzung: 1000 ccm destilliertes Wasser, 
50 g Dextrose (reinst), 50 g Saccharose (reinst), 1 g KH,PO,, 
2g KNO,, 2g Ca(NO,),, 1 g MgSO, und eine Spur FeSO, und 
CaCO,. Es wurde daher bei den spiteren Versuchen, ebenso 
wie bei den hier beschriebenen, die Hefe aus der gut ent- 
wickelten Wiirze-Agarzucht (Strichkultur) mit einer kleinen Platin- 
ése in die Nitratnéhrlésung iibertragen. Auch in diesem Falle 
ging die Entwicklung sehr langsam vor sich und nur bei den 
erstgenannten vier Hefen kann von einer tatsichlichen Ent- 
wicklung gesprochen werden, die schon auBerlich in einer etwas 
reicheren Depotbildung zum Ausdruck kam, wiahrend sie bei 
Saccharomyces apiculatus und Schizosaccharomyces 
mellacei so gut wie ganz ausblieb. Bei sehr langer Versuchs- 
dauer (3 bis 6 Monate und dariiber) kamen die erstgenannten 
Hefen allerdings zu reichlicher Entwicklung, doch diirfte dies 
auf die Aufnahme von Verbindungen aus der Laboratoriums- 
luft zuriickzufiihren sein’). 

In der eingangs angefiihrten Nahrlésung konnte nach Ver- 
lauf von 6 Tagen eine deutliche Entwicklung bei Saccharo- 
myces ellipsoideus, Saccharomyces cerevisiae, Wein- 
hefe Johannisberg II und Hefe Rasse XII (bei Einimpfung 
einer Platindse Hefe) wahrgenommen werden. Der Befund be- 
ziiglich der Nitritbildung und der Reaktion mit NeBlers Re- 
agens war folgender: 


1) Wildiers, La Cellule 18, 313, 1901. — Amand, La Cellule 
20, 225, 1902; 21, 329, 1904. — Devloo, La Cellule 23, 361, 1906. — 
Ide, Centralbl. f. Bakt. 2. Abt. 18, 193, 1907, 

*) Kjta, Zeitschr. f. Gérungsphysiologie, allgem., landw. u. techn. 
Mykologie 4, 321, 1914. 

8) Al. Kossowicz, diese Zeitschr. 64, 82, 1914. 
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Hefe 


Nitrit nach 
GrieB 


Nitrit mit Zink- 
jodid-Starkelsg. 


Reaktion mit 
NeBlers Reagens 





Sacch. ellips.. . . . 


Sacch. cerev. 


Johannisberg II . . 


Sacch. apic 
Schizosacch. mell. 
Kontrolle 





sehr schwach 
sehr schwach 
sehr schwach 
sehr schwach 
nein 
nein 
nein 





nein 
nein 
nein 
nein 
nein 
nein 
nein 





ja 
ja 
ja 
ja 
nein 
nein 
nein 


In allen Versuchskolben war noch Nitrat vorhanden. Nitrit- 
bildung konnte nur mit dem sehr empfindlichen GrieBschen 
Reagens nachgewiesen werden und die Reaktion fiel sehr 
schwach aus, es ist also iiberhaupt zweifelhaft, ob eine Nitrit- 
bildung stattgefunden hat. Die vier besser entwickelten Hefen 
zeigten die Reaktion nach NeBler, die aber auch auf die 
Spaltung der Saccharose usw. zuriickgefiihrt werden kann, nicht 
ohne weiteres als Ammoniakbildung gedeutet werden darf. 

Nach 21, 28, 40 Tagen wurde dasselbe Resultat erhalten 
wie nach 6 Tagen, d. h. eine deutliche Reaktion mit dem 
NeBlerschen Reagens und ein Versagen der Nitritreaktion mit 
der Zinkjodid-Starkelésung. 


Nach 3 Monaten: 








Reaktion mit 
NeBlers Reagens 


Nitrit mit Zink- 
jodid-Starkelag. 


Nitrit nach 


Hefe GrieB 








nein 
nein 
nein 
nein 
schwach 
nein 
nein 


nein ja 
nein ja 
nein ja 
nein ja 
nein nein 
nein ja 
nein schwach 


Sacch. ellips.. . . . 
Sacch. cerev.. .. . 


Johannisberg II . 


Schizosacch. mell. 
Kontrolle ..... 











Nach 3 Monaten wurden die Hefen der Destillation mit ge- 
brannter Magnesia unterworfen, wobei 20 ccm der Nahrlésung zur 
Untersuchung kamen. Es wurden folgende Differenzen erhalten: 

Kontrolle Ae 0,2 cem ®/,59-HCl 
Sacch. ellipsoideus 0,5 » ” 
Sacch. cerevisiae 0,4 » ” 
Hefe Rasse XII . 0,6 » ” 
Hefe Johannisberg II Null 

Sacch. apiculatus , 0,6 » 
Schizosacch. mellacei . 0,6 » 
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Vor der Destillation wurden auch Uberimpfungen der Hefe 
aus den Versuchskélbchen in Wiirzeagar ausgefiihrt. Alle Hefen 
gingen auf diesem Nahrboden an. Nach 3 monatlicher Ver- 
suchsdauer war also kein Absterben der Hefen in der mine- 
ralischen Zuckerlésung erfolgt. In einem zweiten Falle konnte 
in einer Nahrlésung von der gleichen Zusammensetzung auch 
ein Uberleben der genannten Hefen nach einer Versuchsdauer 
von 5 Monaten festgestellt werden. 


Versuch 2. 

Die Nahrlésung hatte die Zusammensetzung: 1000 ccm 
destilliertes Wasser, 50 g Dextrose, 50 g Saccharose, 1 g KH,PO,, 
2g KNO,, 2 g Ca(NO,),, 1g MgSO,, eine Spur FeSO,. Die 
Untersuchung auf Nitrit und die Reaktion mit NeBlers Reagens 
wurden nach 3, 4, 5, 7, 9, 11 und 18 Tagen ausgefiihrt. Die 
Nitritreaktion mit der Zinkjodid-Starkelésung blieb stets aus, 
die Reaktion mit NeBlers Reagens kam auch in der Kontroll- 
lésung (Dextrose!) zum Ausdruck. 

Die Destillation nach 18 Tagen ergab eine Differenz von: 


Sacch. ellipsoideus . . 0,5 ccm ®/,,.-HCl 


Sacch. cerevisiae ... 0,4 » ” 
Hefe Rasse XII... .. 0,6 » ” 
Weinhefe Johannisberg II. 0,5 » ” 
Sacch. apiculatus . . . Null 

Schizosacch. mellacei . 0,5 » “ 


Von Interesse erscheint der Umstand, daB eine deutliche 
Reduktion von Nitrat zu Nitrit durch Hefen weder in den hier 
beschriebenen noch in anderen, mit ahnlich zusammengesetzten 
Nahrlosungen ausgefiihrten Untersuchungen wahrgenommen wer- 
den konnte. Im allgemeinen erscheint in Ubereinstimmung mit 
der Feststellung anderer Forscher Nitrat als eine wenig giin- 
stige Stickstoffquelle fiir Hefen, wihrend es von Schimmelpilzen 
sehr gut ausgeniitzt wird. 
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Beitrag zur physikalischen Chemie der Vitalfarbung. 


Von 


Rudolf Hoéber. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Kiel.) 


(Eingegangen am 31. Juli 1914.) 


Durch die auf den folgenden Seiten mitgeteilten Versuche 
sollte die Frage beantwortet werden, ob bei wasserigen Farb- 
lésungen ein Zusammenhang zwischen Oberflichenspannung, 
Giftigkeit und vitalem Farbevermégen vorhanden ist. Ein 
solcher Zusammenhang lag nicht bloB deswegen im Bereich 
der Méglichkeit, weil gelegentlich beobachtet war, da auffallend 
giftige basische Farbstoffe, wie Malachitgriin, Methylviolett und 
Nachtblau, die Oberflachenspannung des Wassers stark erniedrigen, 
waihrend relativ harmlose Farbbasen, wie Toluidinblau oder 
Neutralrot, dies nicht tun. Sondern es kam hinzu, daB in der 
Narkosetheorie von Traube fiir eine andere Klasse von Gift- 
stoffen, eben fiir die Narkotica, dieser Zusammenhang zwischen 
Oberflachenaktivitat und Wirkung dargelegt war. Im speziellen 
kénnte man sich daher fiir die Farben wohl vorstellen, daB 
sie im Innern von Zellen etwa dadurch zu Giften werden, daB 
sie an die inneren Strukturflichen der Zellen absorbiert werden, 
dort die an der Struktur angehefteten intracellularen Fermente 
zudecken und auf die Weise den Stoffwechsel stéren'). Dr. 
Kozawa hat nun unter meiner Leitung einige Versuche iiber 
die Existenz des genannten Zusammenhangs ausgefiihrt. Dabei 
wurden auch einige Beobachtungen gemacht, die fiir die Theorie 
der Vitalfarbung von Bedeutung sind. 


) Siehe dazu O. Warburg, Ergebn. d. Physiol. 1914, 253. 
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In den Versuchen wurden folgende Farbstoffe verwendet: 


1. Basische Farbstoffe. 


. Chrysoidin G (Bayer) 9. Methylenblau Ia (Héchster 
. Vesuvin B (Bad. Anilinfabr.) Farbw.) 
. Malachitgriin Kryst. extra 10. Methylengriin (Merck) 
(Hochster Farbw.) . Toluidinblau (Griibler). 
. Dahlia (Griibler) 12. Neutralviolett (Schuchardt) 
. Methylviolett Bextra(Kahlbaum) . Thionin pur. (Griibler) 
. Krystallviolett. Chlorid 14. Brillantcresylblau (Griibler) 
. Methylgriin Kryst. I (Bayer) . Neutralrot (Griibler) 
. Rhodamin B extra (Ges. f. chem. . Safranin (Griibler) 
Industr., Basel) 





2. Saure Farbstoffe. 


. Wollviolett S (Bad. Anilinfabr.) 20. Patentblau V (Hochster Farbw.) 
. Azorubin A (Cassella) 21. Patentblau A (Hiéchster Farbw.) 
. Naphtholblauschwarz (Cassella) . Bayrischblau (Kahlbaum) 

. Kongorot (Griibler) . Rotviolett 5 R 8 (Bad. Anilinfab.) 
Trisulfonblau B (Sandoz) . Saureviolett (Kahlbaum) 

. Afridolblau (Bayer) . Eriocyanin (Geigy) 

. Trypanrot (Griibler) . Setopalin (Geigy) 

. Oxaminblau 3 R(Bad.Anilinfab.) . Anilinblau wasserlésl. (Griibler) 
. Benzolblau 2B rein (Bayer) . Naphthalingriin V (Hochster 

. Trypanblau (Griibler) Farbw.) 

. Benzopurpurin 6B (Bayer) . Rose bengale (Sandoz) 

. Azoblau rein (Bayer) . Phloxin jodfrei(Bad.Anilinfabr.) 
. Diaminreinblau (Cassella) . Echtséurephloxin (Héchster 

. Hessisch Purpur N (Bayer) Farbw.) 

. Diamingriin B (Cassella) . Anilingriin Naphthol B (Merck) 
. Anilingriin Brillant (Merck) . Berliner Blau 1a leichtléslich 
. Guineagriin (Kahlbaum) (Griibler) 

. Lichtgriin F 8 (Griibler) 34. Carmin 

. Cyanol extra (Cassella) 35. Molybdanblau 


1 
2 
3 
4 
5. 
6 
7 
8 
9 


I. Die relative Oberflichenspannung der Farblésungen. 


Die relative Oberflachenspannung wurde mit einem Traube- 
schen Stalagmometer an den 1,0°/,igen wisserigen Lésungen 
gemessen. Gegen die Brauchbarkeit der Ergebnisse ist eventuell 
einzuwenden, da8 Verunreinigungen, die den im Handel be- 
findlichen technischen Farbstoffen oft anhaften, in unkontrollier- 
barer Weise mitgewirkt haben. Die folgende Tabelle gibt die 
gefundenen Tropfenzahlen an: 


cermin 


28* 
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1. Basische Farbstoffe. 
Rhodamin B extra. . . . 21,1 Brillantcresylblau 
Malachitgriin : Neutralviolett 
Methylviolett Methylengriin 
Krystallviolett 
Chrysoidin G Neutralrot 
Methylgriin Toluidinblau 
Dahlia 


. Patentblau A Oxaminblau 
Patentblau V 
Anilingriin Brillant... . Rotviolett 
Saureviolett Afridolblau 
Guinesgrfin ....%5% Phloxin . . 
Echtséurephloxin Diaminreinblau 
Cyanol extra. ...... Bayrischblau 
Wollviolett S Benzoblau . . 
(nicht ganz geldst) Trisulfonblau 
Eriocyanin . Trypamrot ......+4-. - 17,6 
Naphtholblauschwarz .. . Trypanblau 
Naphthalingriin Saurefuchsin. .... 
Azorubin Anilingriin Naphthol B . . 
Kongorot .. 6. see 
Berliner Blau. . 
Rose bengale Molybdanblau 
(nicht ganz geldst) 


I. Giftwirkung und Oberflichenaktivitét bei den basischen 
Farbstoffen. 


Die Giftwirkung wurde erstens an Kaulquappen in der 
Weise bestimmt, daB eine Anzahl von Tieren in je 300 ccm 
der 0,01°/,igen Farblésungen gebracht und dann gewartet 
wurde, bis Bewegungslosigkeit eintrat. Dies geschah bei 
manchen Farbstoffen, wie etwa Malachitgriin oder Krystall- 
violett, schon nach 20 bis 30 Minuten, wahrend bei anderen, 
wie z. B.dem Rhodamin, die Beweglichkeit noch nach 24 Stunden 
erhalten war. Mehrfache Priifung ergab etwa folgende Reihen- 
folge der Giftigkeit: 

Malachitgriin ; 

Methylviolett, Krystallviolett, Chrysoidin; 
Methylgriin, Neutralviolett, Dahlia; 
Methylengriin, Brillantcresylblau, Thionin; 
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Toluidinblau; 
Vesuvin, Neutralrot; 
Safranin, Methylenblau, Rhodamin. 


Diese Befunde decken sich ungefahr mit Angaben, die 
vor langerer Zeit Fischel*) iiber die Giftigkeit der Farbbasen 
fiir Larven vom Frosch, Salamander und Siredon gemacht hat. 

Die Giftigkeit wurde zweitens an Opalinen aus dem End- 
darm von Rana esculenta gepriift. Dafiir wurden die Infusorien 
mit einer Platindse aus den Schleimhautfalten des Darms 
herausgeholt und in feuchte Kammern iibertragen, die in einer 
Versuchsserie 0,1°/,, in einer zweiten 0,01°/, Farbstoff in 
Leitungswasser enthielten. Die Giftwirkung konnte hier eines- 
teils am Nachlassen der Flimmerbewegung bis zu ihrem Er- 
léschen, andernteils an auffallenden Strukturanderungen, be- 
stehend im AusstoBen gréBerer oder kleinerer Vakuolen, ge- 
messen werden. So ergab sich fir die Giftigkeit etwa 
folgende Reihenfolge: 

Malachitgriin ; 

Neutralviolett, Neutralrot, Krystallviolett, Methylviolett, 

Methylengriin ; 


Dahlia, Methylenblau, Toluidinblau, Thionin; 
Brillantcresylblau; 
Rhodamin, Vesuvin, Methylgriin, Chrysoidin, Safranin. 


Es stellte sich also fiir Amphibienlarven und Infusorien eine 
verschiedene Abstufung in der Giftigkeit der Farbstoffe heraus. 

Schon daraus, aber noch mehr aus dem Vergleich dieser 
Reihenfolge mit der Tabelle fiir die Stalagmometerwerte folgt, 
daB der als méglich angenommene Parallelismus zwischen 
Oberflaichenaktivitat und Giftigkeit bei den Farbstoffen nicht 
existiert. Denn entnehmen wir etwa der Tabelle diejenigen 
Farbstoffe, deren Lésungen eine groBe Tropfenzahl geben, so 
sind dies Malachitgriin, Methylviolett, Krystallviolett, Dahlia, 
Methylgriin, Chrysoidin und Rhodamin. Davon sind Malachit- 
griin, Methylviolett und Krystallviolett sehr giftig, Dahlia von 
mittlerer Giftigkeit, Methylgriin und Chrysoidin fiir Frosch- 
larven recht giftig, fiir Infusorien dagegen relativ unschiadlich, 


1) Fischel, Anatom. Hefte, Herausgegeb. von Merkel und Bonnet, 
1901, Heft 52/53. 
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und Rhodamin endlich in jedem Fall wenig wirksam. Anderer- 
seits geben eine kleine Tropfenzahl u. a. Safranin, Neutralrot 
und Neutralviolett; davon sind Neutralrot und Neutralviolett 
fiir die Opalinen giftig, Safranin nur wenig schadlich. 

Es sei gleich eingeschaltet, daB die gemessenen Ober- 
flaichenaktivitaten gegen die Grenzfliche Wasser—Luft natiirlich 
nicht mit den Oberflichenaktivitéaten gegen die Grenzfliche 
Wasser—Protoplasma der Richtung nach iibereinzustimmen 
brauchen. Immerhin kann man sich darauf berufen, daB bei 
den Narkotica die toxische Aktivitat den Stalagmometerwerten 
im allgemeinen parallel lauft. 

Es wurde aber doch auch noch direkt nach einem Anhalts- 
punkt fiir die GréBe der Oberflachenaktivitét gegen die Grenz- 
fliche Wasser—Zelloberflache gesucht. Nach den Untersuchungen 
von Perrin und Freundlich kann man annehmen, daB die 
Kationen der basischen Farbstoffe die normalerweise negative 
Ladung von Zellen in um so geringerer Konzentration neu- 
tralisieren werden, je adsorbierbarer sie sind. Dem entprechend 
wurde diejenige Farbstoffkonzentration bestimmt, bei der Blut- 
kérperchen, gleich nach Ubertragung in die Farbstofflésungen, 
in dem von mir’) angegebenen Kataphoreseapparat positive 
Ladung aufweisen. Die Ergebnisse waren die folgenden: 








“Farbstoff- Elektrische 


Ladung der|Tropfenzahl 
Blut- 
kérperchen 


Farbstofft konzentration 





Rhodamin 
Malachitgriin ... 
Methylviolett ... 
Vesuvin 
Brillantcresylblau . 
Neutralrot eke 
Chrysoidin vane 
Neutralviolett ... 
Methylenblau .. . 
Thionin 
Toluidinblau ... 
Krystallviolett . . 
Safranin 
Methylgriin .... 
Methylengriin . . . 
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) Siehe Hiber, Arch. f. d. ges. Physiol. 101, 607, 1914. 
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Die Tabelle lehrt, da8 Tropfenzahl und Umladefihigkeit 
einander gar nicht zugeordnet sind; aber auch Giftigkeit und 
Umladefahigkeit gehen einander nicht parallel’). 


Ill. Giftwirkung und Oberflichenaktivitaét bei den sauren 
Farbstoffen. 

Auch die Giftwirkung der Saurefarbstoffe wurde in der 
geschilderten Weise an den beiden Objekten der Froschlarven 
und der Infusorien aus dem Froschenddarm gepriift. Die Frosch- 
larven kamen in Lésungen von 0,01°/,, 0,1°/, und 0,5°/,, die 
Infusorien in Lésungen von 0,01°/, und 0,1°/,; als Lésungs- 
mittel wurde jedesmal Leitungswasser benutzt. Wie zu er- 
warten war, erwiesen sich die Saurefarbstoffe im allgemeinen 
als recht indifferent. Starker giftig war unter den gepriiften 
Farben nur Anilingriin Brillant, etwas weniger giftig Hessisch 
Purpur, Rose bengale und der anorganische Farbstoff Molybdin- 
blau, maBig giftig auch Phloxin und Patentblau A; nicht ganz 
harmlos waren endlich fiir die Kaulquappen auch Azorubin, 
Naphtholblauschwarz, Trypanrot, Diaminreinblau, Patentblau V, 
Benzoblau, Wollviolett, Trypanblau, Afridolblau, Saurefuchsin, 
Kongorot und Benzopurpurin. 

Ein Zusammenhang mit der durch Tropfenzaihlung be- 
stimmten Oberflichenaktivitét wird also auch hier vermiBt. 


*) In einem Aufsatz von I. Traube (Deutsche med. Wochenschr. 
1912, Nr. 31) findet sich der folgende Satz: ,Je nachdem ob ein Proto- 
zoon oder Bacillus im elektrischen Felde nach der Kathode oder Anode * 
wandert, verhalt er sich mehr kationisch oder anionisch, und je nach- 
dem werden in erster Linie anionische oder kationische Arzneimittel in 
Betracht kommen. So wandern die Trypanosomen nach der Kathode, 
dementsprechend werden in erster Linie das anionische Atoxyl und der 
saure Farbstoff Trypanrot als wirkungsvoll bezeichnet, bei der tertianen 
Form der Malaria verwendet man demgegeniiber in erster Linie basische 
Arzneimittel: Chinin, Salvarsan und Methylenblau. Die Spirochaeta 
pallida wandert iiberhaupt nicht, hier kommen demnach sowohl anioni- 
sche (I, Hg) wie kationische Arzneimittel (Salvarsan) in Betracht*. — 
Wir haben uns vergeblich bemiiht, die auffallende Angabe von Traube, 
daB die Trypanosomen positive Ladung fiihren, zu bestitigen. Wir haben 
sowohl Nagana wie Dourine auf weiBen Mausen geziichtet und beide auf 
ihre Kataphoreserichtung untersucht; beide gehen zur Anode. Die von 
Traube in dem genannten Aufsatz entwickelte Anschauung vom ,,elektro- 
physikalischen Dualismus der Arzneimittelwirkung“ schieBt gewi8 weit 
iiber das Ziel. 
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Denn unter den ungiftigen Farben finden wir z. B. ebensowohl 
Cyanol und Guineagriin mit der Tropfenzahl 20,5, wie Naph- 
thalingriin mit der Tropfenzah] 18,4 oder Rotviolett mit der 
Tropfenzahl 17,7. 


IV. Farbekraft und Oberflachenaktivitat. 


a) Basische Farbstoffe. Es ist bekannt, daB, im Gegen- 
satz zu den sauren Farbstoffen, die basischen Farbstoffe die 
lebenden Zellen im allgemeinen rasch farben. Es ist aber auch 
bekannt, da8 die Intensitaét der angenommenen basischen Far- 
bung von Farbstoff zu Farbstoff recht stark variiert, So farben 
von den hier erwahnten Farben Rhodamin, Safranin, Methy]- 
grin im allgemeinen wenig etwa im Verhiltnis zu Neutralrot 
oder Methylviolett. Eine Beziehung zur Oberflaichenaktivitat 
besteht also augenscheinlich nicht. Eine solche lieB sich auch 
bei den Farbungsversuchen an den Opalinen des Froschdarms 
nicht feststellen; die gefundene Reihenfolge der Farbbarkeit 
war etwa: 

Neutralviolett, Neutralrot, Krystallviolett, Methylviolett, 

Chrysoidin, Malachitgriin; 

Brillantcresylblau, Methylenblau, Toluidinblau ; 

Rhodamin; 

Dahlia, Methylengriin, Vesuvin, Methylgriin; 

Safranin, Thionin. 


b) Saure Farbstoffe. Wir gingen von vornherein mit der 
Erwartung an die Versuche iiber die Farbung mit den Saure- 
farbstoffen, so gut wie nichts von Farbung zu erhalten. Beim 
héheren Tier farben sich ja, soweit bis jetzt bekannt ist, intra 
vitam mit den Saurefarbstoffen nur ganz wenige Zellsorten, 
namlich gewisse Epithelien der Niere, die Goldmannschen 
»Pyrrolzellen“, und allenfalls gelegentlich Epithelien der Speichel- 
driisen. Nicht anders verhalten sich die Froschlarven; wie 
schon Fischel (1. c.) angab, findet man bei ihnen allenfalls eine 
leichte diffuse Farbung einzelner Gewebe; es mag nicht aus- 
geschlossen sein, daB sich hier auch so unscheinbare Zellen, 
wie manche Sorten der von Goldmann als Pyrrolzellen zu- 
sammengefaBten Zellen des Interstitiums distinkter firben; das 
Gros der Zellen bleibt jedenfalls farblos. 
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Die Voraussetzung, das gleiche bei den Infusorien zu 
finden, traf jedoch nicht zu; vielmehr zeigte es sich, daB diese 
jede beliebige Farbe, soweit sie nicht giftig ist, in sich auf- 
nehmen. Am besten ist dies zu beobachten, wenn man Fréschen 
eine Messerspitze voll trockener Farbe ins Maul bringt und 
dann nach 24 bis 48 Stunden die Opalinen des Enddarms in 
Ringerlésung untersucht; man findet diese dann oft prachtvoll 
intensiv und gleichmaBig durchgefarbt in normaler Lebhaftig- 
keit in der farblosen Lésung umherschwimmen. Die Tiefe der 
so zu erzielenden Farbung ist recht verschieden; die intensiv- 
sten Farbungen sahen wir bei Guineagriin, Eriocyanin, Licht- 
griin, Cyanol, Patentblau V, Bayrischblau, Trisulfonblau, Saure- 
fuchsin, Anilingriin Naphthol B, Diamingriin, Trypanblau, Di- 
aminblau und Saureviolett. 

Nachstdem kamen an Fiarbevermégen: 

Patentblau A, Azorubin, Benzoblau, Setopalin; 

Rotviolett, Kongorot, Berlinerblau, Anilinblau, Rose bengale; 

Trypanrot, Afridolblau, Benzopurpurin, Azoblau, Echtsaure- 

phloxin, Karmin; 

Naphtholblauschwarz, Oxaminblau, Molybdanblau, Phloxin, 

Chinesische Tusche, Hessisch Purpur. 


Ein Zusammenhang mit der Oberflachenaktivitat der Farben 
mangelt also auch hier wieder. 

Die Tatsache, daB tierische Zellen mit jedem beliebigen 
Saurefarbstoff vital gefirbt werden kénnen’), ist bisher ohne 
Analogie. Es wurde zwar vorher erwahnt, daB z. B. gewisse 
Nierenepithelien saure Farben annehmen, doch habe ich ge- 
zeigt*), daB dies nicht fiir alle Siurefarben gilt, sondern daB 
bestimmte Farben, die samtlich zur Gruppe der Suspensions- 
kolloide gehéren, nicht aufgenommen werden; ahnliches scheint 
nach Schulemann’) fiir manche der Pyrrolzellen zu gelten. 
Auch fiir die Pflanzenzellen, die weit allgemeiner als tierische 
Zellen befahigt sind, sich mit sauren Farbstoffen zu tingieren, 


1) Keine deutliche Farbung erfolgte in der Lésung von Woll- 
violett; doch hat dies seine besonderen Griinde: siehe Hiber, diese 
Zeitschr. 20, 73, 1909. Ferner miBlang der Versuch einer Farbung mit 
Molybdanblau, weil die Tiere zu rasch starben. 

*) Hober, diese Zeitschr. 20, 56, 1909. — Héber und Nast, ebenda 

3) Schulemann, Arch. f. Pharmazie 250, 252, 1912. 
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ist dem Aufnahmevermégen nach den Untersuchungen von 
E. Kiister*) und von Ruhland’) in einem gewissen Grad von 
kolloider Beschaffenheit eine Grenze gezogen. Hier gilt das 
nicht; vielmehr begegnen wir unter den die Opalinen am stark- 
sten tingierenden Farben neben den leicht diffusiblen Licht- 
griin, Cyanol, Naphthalingriin, Patentblau V, Eriocyanin in- 
diffusiblen Farben, wie Diaminreinblau, Trisulfonblau Trypan- 
blau, Diamingriin, Bayrischblau, die teils der Gruppe der Sus- 
pensionskolloide angehéren, teils mehr den hydrophilen Kol- 
loiden ahneln*). 

Man wird sich fragen, worin diese Eigenart der Opalinen 
begriindet sein mag. Meiner Meinung nach ist es vielleicht 
am angemessensten, zu sagen: sie fressen die Farbe. Der 
Begriff ,Fressen“ weckt zunachst wohl die Vorstellung von 
einem Import durch eine Mundéffnung, und viele Infusorien 
sind auch im Besitz einer solchen und nehmen durch sie allerlei 
feste Partikeln auf, die durch ihre Pellicula nicht eindringen 
kénnten. Wir haben bei den eine Mundoffnung besitzenden 
Balantidien und Nyctotheren, die neben den Opalinen im Frosch- 
darm vorkommen, auch beobachtet, daB sie simtliche genannte 
Farben aufnehmen; jedenfalls farben sich die Vakuolen in ihnen 
mit der Zeit intensiv, waihrend das Protoplasma gewdéhnlich 
farblos bleibt. Die Opalinen besitzen aber keine Pellicula und 
keine Mundéffnung und nehmen darum wohl die Nahrung durch 
beliebige Stellen ihrer Kérperoberflache auf, so wie es die Amében, 
die im Mangel einer Mundéffnung den Opalinen dhnlich sind, 
ja auch tun. Und diese Nahrungsaufnahme der Amében, die 
oft in Form des Imports von Algenfaden, Karmin- oder Tusche- 
kérnchen beschrieben worden ist, wird ebenfalls als Fressen 
bezeichnet, die Amében des Metazoenkérpers, die Leukocyten, 
heiBen direkt ,,.FreBzellen*. Ob Amdben freilich auch ,,geléste“ 
Farbstoffe ,fressen“, ist bisher nicht untersucht. Jedenfalls 
liegt aber wohl kein Grund vor, anzunehmen, daB, wenn Amében, 
Leukocyten und Infusorien grébere Partikeln aufnehmen kénnen, 
ihr Importvermégen nun mit einem Male nach einer unteren 
Grenze in der GréBe der Partikeln beschrinkt sein sollte. Es 


1) E. Kiister, Jahrb. f. wissenschaftl. Botan. 50, 261, 1911. 
*) Ruhland, Jahrb. f. wissenschaftl. Botan. 51, 376, 1912. 
*) Siehe dazu Hober 1. c. 
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ist in dieser Beziehung von einigem Interesse, daB manche 
interstitielle Zellen, wie die Kupfferschen Sternzellen, die wie 
Leukocyten sich mit Bakterien zu beladen vermégen, nach den 
neueren Untersuchungen von Voigt’) auch Collargol in sich 
speichern. Die Kupfferschen Sternzellen gehéren aber mit 
zu den Pyrrolzellen von Goldmann, die sich mit den Nieren- 
epithelien durch ihr hohes Importvermégen fiir Saéurefarbstoffe 
vor den iibrigen Zellen der Tiere auszeichnen. Vielleicht be- 
ruht also die vitale Farbbarkeit mit Saurefarbstoffen bei den 
Tieren 6fter auf einer Art Fressen, d.h. auf einem Modus von 
Funktionieren der Zelloberflache, der dem UmflieBen der geformten 
Nahrung bei den Amében vergleichbar ist, und das wire physiko- 
chemisch ganz etwas anderes, als wenn durch einen Diffusions- 
oder LésungsprozeB ein Farbstoff molekulardispers aufgeteilt 
ins Zellinnere vordringt. Vielleicht gewinnen auf diese Weise 
auch die von mir aufgestellten Begriffe der ,,physikalischen“ 
und der ,,physiologischen Permeabilitét“ der Zellen inhaltlich 
eine neue Bedeutung’). 

Es diirfte auffallen, daB iiber die Farbbarkeit von Opalinen 
mit Saurefarbstoffen bisher keine Angaben existieren. Auch im 
Kieler Institut sind schon éfter Opalinen in mit sauren Farb- 
stoffen gefarbten Lésungen beobachtet worden, ohne dab etwas 
von Anfirbung zu bemerken war. Unsere Farbungen gelangen 
zunachst durch Verfiittern der Farbe. Man k6énnte deshalb 
meinen, daB im Darm besondere Bedingungen, etwa die Re- 
aktion des Darminhalts im Sinne der von Bethe’) entwickelten 
Anschauung iiber Vitalfarbung, die Farbung herbeifiihren. Es 
gelang aber auch, die Opalinen in Ringerlésung vital zu 
farben. Man mu8 nur starke Farbkonzentrationen anwenden 
und geniigend lange warten. Auch im Enddarm sind ja die 
Opalinen groBen Massen von Farbe, die dort nach der Fiitte- 
rung liegen bleiben, exponiert, ohne daB sie irgendwie be- 
schidigt werden; dementsprechend wurde in kleinen Schalen 
vergleichsweise zu Darminhalt und zu einigen Tropfen mit 
Opalinen geimpfter Ringerlésung Farbstoff in Substanz zugesetzt 


1) J. Voigt, Deutsche med. Wochenschr. 1914, Nr. 10. 

*) Siehe dazu: Héber, Physikal. Chemie der Zellen und der Ge- 
Gewebe. 4. Aufl. 1914. Kap. 8. 

*) Bethe, Bull. de |’Institut océanograph. Monaco Nr. 284, 1914. 
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und dann bis zur Beobachtung 6 bis 24 Stunden gewartet. 
Im allgemeinen gelingt unter diesen Umstainden die Vital- 
farbung im Darminhalt zwar leichter, aber oft ist sie auch 
unter beiden Bedingungen gleich gut, wie z. B. fiir Cyanol, Afridol- 
blau, Kongorot, Bayrischblau konstatiert werden konnte; auch 
im Blutserum vom Rind nahmen die Opalinen Cyanol und 
Azoblau ganz gut auf. In einem Tropfen gefirbter Ringer- 
lésung, auf einem eingeschliffenen Objekttriger unter Deckglas 
eingeschlossen, gingen die Opalinen jedoch fast immer inner- 
halb von 3 Stunden ungefairbt zugrunde. 


Zusammenfassung. 

1. Vitales Farbevermégen, Giftigkeit, Umladefaéhigkeit und 
Tropfenzahl der wisserigen Lésungen saurer und basischer Farb- 
stoffe hangen nicht miteinander zusammen. 

2. Opalinen werden durch beliebige basische oder saure 
Farbstoffe vital gefarbt. 











Die zweite Dissoziationskonstante der Phosphorsaure. 
Von 
L. Michaelis und T. Garmendia. 
(Eingegangen am 2. August 1914.) 
Mit 2 Figuren im Text. 

Von den drei Dissoziationskonstanten der Phosphorsaure 
ist die erste und die dritte biologisch ohne Interesse, die zweite 
dagegen eine der biologisch wichtigsten Naturkonstanten. 


Die Konstanten der Phosphorsiure wurden von Abbott 
und Bray’) folgendermaBen bestimmt: 


K,=1,1-107 
K, = 1,95-1077 
K, = 3,6-10-" 


Sie berechnen diese Konstanten aus Leitfahigkeitsmessungen 
der Saéure und ihrer verschiedenen Alkalisalze. Wie wir schon 
wiederholt zeigten, besitzen wir aber in der elektrometrischen 
Bestimmung der H-Ionenkonzentration in Gemischen der Saiuren 
mit ihren Salzen bzw. in Gemischen von Salzen der verschie- 
denen [onisationsstufen eine Methode zur Messung der Dis- 
soziationskonstanten, die der Leitfahigkeitsmethode oft weit 
iiberlegen ist. Insbesondere fiir mehrbasische Saéuren enthalt 
die Leitfahigkeitsmethode infolge der Notwendigkeit mehrerer 
und nicht immer ganz sicherer Korrekturen in der Berechnung 
eine erhéhte Unsicherheit. 

Bei der ungemeinen Wichtigkeit dieser Zahlen schien es 
uns erwiinscht, wenigstens die zweite Dissoziationskonstante 


1) G. A. Abbott und W.C. Bray, The Ionization Relations of 
Ortho- and Pyrophosphoric Acids and their Salts. Journ. Amer. Chem. 


Soc. 31, 729, 1909; s. S. 760. 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 299 
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zu revidieren und gleichzeitig iiber die Dissoziationsgrade der 
verschiedenen Natronsalze das Notwendige nachzutragen. Wir 
verwendeten wiederum die elektrometrische Methode. Die Aus- 
gangslésungen stellten die nach der Vorschrift von Sérensen 
hergestellten und vor Kohlensaure geschiitzt aufbewahrten Lé- 
sungen von ™/,, primaérem Kaliumphosphat und ™/,, sekundirem 
Natriumphosphat. Diese wurden zu gleichen Teilen gemischt 
und in ihnen die [H] elektrometrisch bestimmt. Nach der 
Theorie ist 


Hy =e, POs) 


>" [HPO,”) 


Nun kénnen wir [H,PO,’]—=46,+[KH,PO,] setzen, und 
[HPO,”] = 4,-[Na,HPO,], wo 6, und 6, dem den betreffenden 
Bedingungen entsprechenden elektrolytischen Dissoziationsgrade 
dieser Salze sind, so daB 

k, =[H]:;, 

1 
vorausgesetzt, da8 wir die beiden Phosphate in aquimolekularen 
Mengen gemischt haben. Die besondere Schwierigkeit der Auf- 
gabe liegt nun in einer genauen Bestimmung dieser Dissoziations- 
grade der beiden Salze. K6nnen wir auch die des reinen pri- 
maren Kaliumphosphats aus Leitfahigkeitsmessungen gut be- 
rechnen, so wird durch die Vermischung mit einem Natriumsalz 
hier eine nicht gut berechenbare Anderung bewirkt; und vor 
allem ist der Dissoziationsgrad des sekundéren Phosphats als 
eines stufenweise dissoziierenden terniéren Elektrolyten nicht 
genau genug aus Leitfaihigkeitsdaten zu berechnen. Nur soviel 
wissen wir, daB 6, auf alle Falle kleiner ist als 6,, und dab 
der relative Unterschied von 6, und 6, um so mehr ver- 
schwindet, je verdiinnter die Lésung ist. Wir untersuchten 
daher die [H’] in diesem Phosphatgemisch, indem wir es stufen- 
weise mit reinem Wasser weiter verdiinnten, in der Erwar- 
tung, daB die Werte fiir [H'] mit zunehmender Verdiinnung zu 
einem Grenzwert konvergierten, den wir durch eine gering- 
fiigige Extrapolation feststellen konnten. Dies gelang auch ganz 
leicht. 

Diese Versuche ergaben folgendes. 
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I. Gemisch von gleichen Teilen prim. und sek. Phosphat, 
beide ™/,,. 
EMK gegen die Standard-Acetatelektrode’). 


Parallelversuche. 


Mittel- Tempe- . 
. b wert ratur (}. iv 


1. Versuch 1286 1282 — |128,4| 25° |6,804| 1,57 
ae 128,4 128,5 129,0| 1286] 26° | 6,803) 1,57 
3. on 128,8 129,3 128,8 | 129,0 | 25° | 6,813] 1,54 
Mittel 6,807| 1,56 
II. Dasselbe Gemisch, aufs 5fache mit CO,-freiem Wasser 
verdiinnt (™/,,). 
1. Versuch 140,0 138,2 138,8 | 139,0| 24,5°| 6,961| 1,09 
2. » 138,7 138,8 139,4 | 139,0 | 26,0° | 6,974 | 1,06 
Mittel 6,967| 1,075 


III. Dasselbe Gemisch wie I, aufs 25 fache verdiinnt (™/,.,). 

1. Versuch 141,5 142,83 — | 141,9 | 24,5°| 7,038 | 0,917 
‘ee 141,0 142,0 142,1 | 141,7 | 26,0° | 7,021 | 0,953. 
Mittel 7,030| 0,930 
IV. Dasselbe Gemisch wie I, aufs 50fache verdiinnt (™/,,,). 

a b Mittel K-10+? 

1. Versuch 143,7 143,1|143,4| 26° | 7,050] 0,89 








Tragen wir diese Befunde in ein Diagramm (Fig. 1) ein, so 
ergibt sich durch eine ganz geringfiigige Extrapolation, die sicher 
keine gréBeren Fehler veranla8t als der Methode an sich anhaften: 


ke = 0,88 -10~7. 


Die Wabhrscheinlichkeit, daB dieser Wert um mehr als 
+5°/, vom wahren Wert abweicht, ist sehr gering. Wie man 
sieht, unterscheidet er sich von dem friher gebrauchten 
(1,95-10-") bedeutend. 

Um nun das Phosphatgleichgewicht in den Korperfliissig- 


keiten zu berechnen, mu8 man das Verhiltnis = in denselben 


1 
kennen. Dieses hingt fast nur von dem Gesamt-Na-Gehalt 
der KG6rperfliissigkeiten ab. Um es zu ermitteln, fiigten wir 
6 : ' 

1) Gemessen wurde in Wirklichkeit stets gegen die gesittigte 
Kalomelelektrode, deren Potential gegen das Standard-Acetatgemisch sehr 


haufig, fast taglich kontrolliert wurde. 
29* 
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zu der aufs 7fache verdiinnten (also etwa 0,01 mol.) Lésung 
von gleichen Teilen ™/,, prim. und sek. Phosphat noch NaCl 
in Substanz hinzu, und zwar zwischen 0,4 und 2°/,. 


Die Lésung mit 0,4°/, NaCl ergab: 

a b © Mitel TEMPO op [H')-10° 

1. Versuch 128,5 1284 128,4/128,4| 27° | 6,789| 1,63 
Die Lésung mit 0,85°/, NaCl ergab: 

1. Versuch 121,2 120,38 120,9| 120,7| 25,5° 

* 121,1 120,0 121,0/ 120,7| 25,0° 


Dieselbe Lésung mit 1,5°/, NaCl: 
1. Versuch 116,2 115,8 116,0| 116,0| 26,0°| 6,587| 2,59 
Die Lésung mit 2°/, NaCl ergab: 


6,671 | 2,13 
6,673 | 2,12 








so 








1. Versuch 110,7 110,8 — |110,7| 25,5°|6,501{ 3,16 
2. ” 110,8 111,0 110,4/| 110,7 25,0° 6,504 | 3,13 
Hieraus berechnet sich bei einem Gehalt von NaCl 

0,4°/4 0,85°/, 1,5%, 2% 
* 1,85 2,52 2,94 3,62 


~ 


Um in einer physiologischen Fliissigkeit das Phosphor- 
siuregleichgewicht zu berechnen, brauchen wir nur die GréBe 


b, zu kennen. Wir wollen sie als die ,,reduzierte Konstante“ 


der Phosphorsiure, k,', bezeichnen. Es ist dann 
{prim. Phosphat] [H] 
{[sek. Phosphat} ik,’ 
k,’ betrigt fiir einen NaCl-Gehalt von 
0,85°/, 1,5°/, 2%, 
2,12-1077 2,59 - 1077 3,15 -107’ 








wage oe aes cok chic putiecateaaaeehas SP Si ahag mek rch eee Coreen ee Oe 


Die dazwischen liegenden Werte von k,’ kénnen wir 
graphisch aus Fig. 2 interpolieren. 

Jetzt erst, auf Grund dieser Daten, sind wir wirklich im- 
stande, die Verteilung der Phosphorsdéure auf das primaire und : 
das sekundiare Salz in einer Korperfliissigkeit anzugeben. Wir 
miissen dazu also: 1. die [H'] genau messen; 2%. den Gesamt- 
Na-Gehalt einigermaBen genau messen; meist wird statt dessen 
eine Cl-Bestimmung verwendet werden diirfen; 3. diirfen andere 
Kationen, insbesondere mehrwertige, gegeniiber dem Na nicht 
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in wesentlichen Mengen vorhanden sein, eine Bedingung, die 
fiir physiologische Fliissigkeiten wohl stets erfiillt ist. 


18 










—>(H)-107 


Concent 
Fig. 1. In einem Gemisch von molar gleichen Mengen KH,PO, und 
Na,HPO, wird [H'] bestimmt. 
Abszisse: Konzentration der Phosphate (zusammengenommen), loga- 
rithmisch eingetragen. 
Ordinate: [H'] >< 10’. 


Zu beriicksichtigen ist nun noch die etwaige Anderung 
dieser Konstanten mit der Temperatur. Unsere Messungen 
beziehen sich auf etwa 25°. Die Anderung der Konstante 
bei 37° 148t sich wie itiblich berechnen nach der Formel 

dlogk _ U 
dT 4,571-7T?’ 
wo T die (mittlere) absolute Temperatur, also fast genau 300 
bedeutet, U die Warmeténung der Reaktion: 


H,PO,’ —> HPO,” + H’ 





Diese 148t sich calorimetrisch angenahert bestimmen, indem 
man 1 Mol Na,HPO,,, mit 1 Mol HCl,, versetzt und die 
Warmeténung mibt. Wir benutzten dazu ein Calorimeter, das 
aus einem Dewar-GefaB (,, Thermosflasche“) bestand, und werden 
auf die prinzipiell der iiblichen ahnliche Methodik an anderer 
Stelle eingehen. Beim Vermischen von */,,, Mol Na,HPO,, ge- 
lést in 200 com Wasser, und */,,. Mol HCl, gelést in 100 ccm 
Wasser, entstand eine Temperaturerhéhung von 

a) 0,070° 

b) 0,070° bei 24 bis 25° 

c) 0,065° 

d) 0,077° bei 20° 
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a im Mittel 0,070°, was gem&éB8 der Eichung des Calorimeters 
‘ " eine Warmetonung von 1560 g-Cal. pro 1 Mol bedeutet. Danach 
a berechnet sich, wenn wir die Temperatur gleich 300 setzen, 


dlog k, 
_ 


Danach wire log ke tur 33° = log k; tur 259 -+- 0,048. 
Die direkten elektrometrischen Messungen ergeben bei 
etwa 37°: 































1. 5fach verdiinntes Phosphatgemisch 


: Tempe- Pu War fiir ca. 25° 
A b c Mittel pr Py nach ——— 


142,0 1410 1420 | 141,7 | 36,8° | 6,946 | 6,967 
2. 7fach verdiinntes Phosphatgemisch +-0,4°/, NaCl 
[128,3] 130,0  130,0 | 180,0 | 36,8° | 6,754] 6,789 


3. 7fach verdiinntes Phosphatgemisch -+- 0,85°/, NaCl 
124,6 1245 1248 | 124,6 | 38,6° | 6,655 | 6,672 


4. 7fach verdiinntes Phosphatgemisch -+- 2°/, NaCl 
1. Versuchsreihe 
1149 1146 1140 | 1145 | 39° | 6,489 
2. Versuchsreihe 6,503 
113,0 1122 113,0 | 112,7 | 36,8° | 6,473 


Die Differenzen der p, bei den beiden Temperaturen von 
25 und 37° betragen demnach 0,021, 0,035, 0,017, 0,014, 
0,030, im Mittel 0,0234, waihrend sie nach der thermo- 
dynamischen Berechnung 0,049 betragen sollten. Da der 
Unterschied der beobachteten und der berechneten Differenz 
einem Potentialunterschied von nur 1,5 Millivolt entspricht 
und da die thermodynamische Berechnung wegen der nicht 
totalen Dissoziation des sekundiren Phosphats nur eine an- 
genaherte sein kann, so ist die Ubereinstimmung praktisch be- 
friedigend. 

Nach einer brieflichen Mitteilung von Hasselbalch unter- 
scheidet sich der py in Phosphatgemischen, die man einmal 
bei 18°, ein zweites Mal bei 37° mit, um +-0,07; nach der 
thermodynamischen Berechnung sollte der Unterschied 0,068 
sein, in bester Ubereinstimmung. Wir kénnen also unsere bei 
25° gewonnenen Konstanten fiir 38° dadurch korrigieren, daB 


ea aa een neato seeeeein a ag he eee 
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wir ihren Logarithmus um etwa 0,03 verkleinern oder die 
Konstanten selbst um rund 7°/, vergréBern. Fiir die Werte von 





, diirfen wir wohl anneb- 
men, daB sie sich innerhalb 
dieses Temperaturintervalls 
nicht merklich andern. 


Wollen wir diese Korrek- 





w& 


































tur fiir K6rpertemperatur be | 
noch anbringen, so wiirden 1 A, 
wir alle Werte fiir &,’ um ,!? I /" | 
etwa 7°/, erhéhen. Dieser * LY “4 | 
KorrekturentsprichtinFig.2 “| /, bf | 
die oberste der gezeichneten { ie | 
Kurven; die unterste die HH 
bei gleichem Temperatur- Y } 
koeffizienten fiir 18° be- 
rechnete. 0 Na) | 
Wollen wir auf Grund [ag po, /pro tier ——> 
dieses Diagramms die wich- 7? Qf Q2 g3 


tigsten Werte zusammen- fFig.2. In einer Lésung, die zusammen 
stellen, so ergibt sich fiir — molar an si (zur 
° P . alfte primar, zur Hialfte sekundar), 
die nreduzierte — wird nach Zugabe von NaCl die [H} 
ziationskonstante“, k&, gemessen. Diese [H'] ist die ,redu- 
der Phosphorsiure, zierte Konstante der Phosphorsaure“. 
unter der Voraussets- Abszisse: Gehalt an NaCl, ausge- 
driickt entweder in Prozent NaCl 

ung, daB Phosphate in oder in Molen. 


geringer Konzentration Ordinate: k-10’. 
sich neben einem Uber- 
schuB von NaCl in Lésung befinden, folgendes: 





NaCl-Gehalt in 4 
Gewichtsprozenten “ bei 18° bei 25° bei 37° 
0 °lo 1,60-107? 1,70-107? 1,88-107? 


2,03- 107? 2,20-107? 2,40-107? 


0°! 
5%, 2,47-1077 2,68- 107? 2,92- 107? 
2,0°/, 2,90-10-? —-3,18-10"? 8, 40-107? 


Wir wollen an der Hand dieser Daten zum Schlu8 noch 
die Phosphorsaureverteilung im Blutplasma berechnen. Setzen 
wir seine [H’] fiir 38° — 4,5-10~° und seinen Na-Gehalt = 0,9°/,, 
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gerechnet als NaCl, so ware fiir k’ der Wert 2,3-10~’ an- 
zuwenden, und es ist 


[prim. Phosphat] 4,5-10°° 0,196 1 
(sek. Phosphat} 2,3-10°7 1 5,10° 





Um also einer physiologischen Kochsalzlésung die [H'] des 
Blutes zu erteilen, braucht man ihr nur eine kleine Menge 
("/59 bi8 ®/,99) Phosphate hinzuzufiigen, und zwar auf 1 molaren 
Teil primares Phosphat 5,1 Teile sekundiares Phosphat. 

In einem Harn von der [H']=1-10~* ist das Phosphat- 
verhaltnis 

bei einem Gehalt von 1°/, NaCl = 4,17:1 
” ” ” ” 2°), NaCl = 2,94:1 


In Harn von [H’]=1-1075 
bei 1°/, NaCl=41,7:1 
” 2°, NaCl = 29,4;1 





Stereoisomerie und Elektronentheorie. 
Von 
H. Pauly. 
(Hingegangen am 4. August 1914.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Die Annahme von Elektrizitatsatomen als Ursache der 
gegenseitigen Anziehung der Atome’) fiihrt zu einer Umgestal- 
tung unserer Vorstellungen iiber die Art der Valenzbetitigung. 
Der dlteren Vorstellung nach findet die Bindung zwischen zwei 
Atomen dadurch statt, daB sich die einzelnen beiderseitigen 
Anziehungskrafte unbedingt absittigen, was auch zu mehrfachen 
Bindungen zwischen jenen fiihren kann (Begriff der konstanten 
Valenz). Die Zahl der so erfolgenden Neutralisationen zwischen 
den beiden Atomen wurde bisher durch eine entsprechende 
Anzahl von Bindestrichen angezeigt. Diese Schreibweise hat 
sich wegen ihrer Bequemlichkeit allgemein eingebiirgert, obwohl 
ihr schon lange bekannte charakteristische Eigenschaften der 
ungesattigten Verbindungen entgegenstehen. 

Auf stereochemischem Gebiete hat diese Anschauung in 
Verbindung mit dem Bilde vom Kohlenstofftetraeder bekanntlich 
zu der Theorie von der cis-trans-Isomerie gefiihrt. Eine der 
fiir sie sowohl, wie auch fiir die Annahme der mehrfachen 
Bindung wichtigsten Stiitzen erblickt man in dem Umstande, 
daB es bisher nicht gelungen ist, von Substanzen mit der 


mehr als zwei, und insbesondere auch keine 


Gruppierung oe 


1) Vgl. Dr. P. Ruggli, Die Valenzhypothese von J. Stark vom 
chemischen Standpunkt. Sammlung chem. und chem.-techn. Vortrige 
1912. — Kaufmann, Die Valenzlehre, S. 526 ff., Stuttgart 1911. — 
J..Tafel, Zeitschr. f. Elektrochemie 1912, 8. 71. — Pauly und v. Butt- 
lar, Ann. d. Chem. 283, 254 ff., 1911. 
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optisch aktive Formen aufzufinden, sofern nicht durch eine 
besondere Gruppe hierfiir die Vorbedingung von vornherein 
gegeben war. 

Diese Theorie laBt sich aber, wie E. Erlenmeyer’) in 
einer soeben erschienenen Mitteilung erneut hervorhebt, nicht 
q mehr aufrecht erhalten, nachdem nicht nur die Auffindung von 
mehr als zwei stereoisomeren Formen der Zimtsiaure, 
sondern auch der Nachweis der Existenz optisch aktiver 
Zimtsauren und optisch aktiver Benzaldehyde gelungen 
ist. Erlenmeyer sieht sich genétigt, die nur zwei stereo- 
isomere Formen ermdglichende Vorstellung von der Festlegung 
zweier Kohlenstofftetraeder — infolge zweifacher Bindung — 
durch eine neue, die Asymmetrie des Molekiils betonende 
Hypothese zu ersetzen, die sich aufs engste an die Le Bel- 
van t’Hoffsche Anschauung vom asymmetrischen Kohlenstoff- 
atom anschlieBt. Er nimmt mit Hinrichsen?) an Stelle der 
doppelten Bindung das Vorhandensein je einer freien Valenz 
an den beteiligten Kohlenstoffatomen an und deutet die Spiegel- 
bildisomerie der Zimtsiuren durch die Bilder 
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COOH COOH 


Fig. 1. 














Diese ist dadurch gegeben, daB die vier Substituenten in 
einer auBerhalb der Verbindungslinie der (nicht eingezeichneten) 
Zentralkohlenstoffatome befindlichen Ebene liegen. 

Diese Formelbilder Erlenmeyers nahern sich nun so sehr 
denjenigen, die die Valenzelektronentheorie fiir die gleichen Ver- 
bindungen aufstellt, daB zwischen beiden Gruppen ein wesent- 
licher Unterschied nicht mehr zu ersehen ist*). Nur bringen 
die Elektronenformeln den Gedanken Erlenmeyers noch be- 





LN EEL PEN SEIT BS eh AALS em 


1) Diese Zeitschr. 46, 348, 1914; vgl. auch 35, 153, 1911. 
*) Ann. d. Chem. 336, 168, 1906. 
5) Nach gefl. brieflicher Mitteilung war Hr. E. der Valenzelektronen- 
theorie bisher nicht niher getreten, doch hatte er bei den beobachteten 
Erscheinungen selbst schon eine Funktion der Elektronen vermutet. 






















Stereoisomerie und Elektronentheorie. 441 


stimmter zum Ausdruck. Bei ihnen wird die Existenz optisch 
aktiver Antipoden geradezu zu einer Notwendigkeit, weil an 
Stelle der ihrem Wesen nach dunklen Richtkraft oder freien 
Valenz (die unbesetzte Stelle in den obigen Formeln bezeichnet 
deren Richtung von den hineinzudenkenden Zentralatomen aus) 
ein wirkliches Atom, naimlich das elektrische, oder das Elektron, 
wie man es zu bezeichnen pflegt, tritt. Es steht nichts im 
Wege, bei der Versinnbildlichung solcher elektroatomistischer 
Formeln sich ebenso der Tetraeder zu bedienen, wie auch sonst, 
und man kommt so zu einer vollkommen einheitlichen Dar- 
stellungsweise der Stereochemie sowohl der gesittig- 
ten, wie der ungesattigten Verbindungen. Die Formel- 
bilder fiir d- und 1-Zimtsaiure sehen naimlich elektroatomistisch 
so aus: 
E £E 
H Gis Colt, ” 


H COOH COOH H# 
Fig. 2. (C = Elektron). 


Es ist wohl iiberfliissig zu bemerken, daB solche Formeln 
die gleiche Anzahl und Art von Isomeren bedingen wie die 
Formeln von Erlenmeyer, denn sie driicken ja das Gleiche, 
nur in einem etwas geainderten Bilde aus. 

In gleich deutlicher Weise ergibt sich, daB auch Benzal- 
dehyd ein asymmetrisches Kohlenstoffatom enthalt. Die Valenz- 
elektronenformel (I) entspricht véllig der ,,Liickenformel* (II) 
Erlenmeyers. 

+ /H /H 
(I) C,H,C_O-° (II) C,H; cx0- -L (L= ,,Liicke“, 
° syn.: freie Valenz). 

Mit der Annahme von Elektronen wird die Leichtigkeit, 
mit der die optische Aktivitét bei den ungesiattigten Verbin- 
dungen hervorgerufen werden kann und auch wieder ver- 
schwindet, verstandlich. Haben wir es doch nach Ansicht der 


*) 


*) -O Symbol fiir Elektron nach J. Stark. 
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Physiker mit ungeheuer kleinen und beweglichen atomartigen 
Teilchen zu tun, die natiirlich viel leichter orientiert werden 
als die im Minimum ungefahr zweitausendmal groBeren ge- 
wohnlichen Atome. 

Im Anschlusse hieran sei noch darauf hingewiesen, daB 
durch die Elektronenformeln in iiberzeugender Weise die von 
Aug. Kekulé und R. Anschiitz in einer grundlegenden Ar- 
beit*’) nachgewiesene enge Beziehung der Maleinséure zur in- 
aktiven Weinséure und der Fumarsaiure zur Traubensdure zur 
Erkenntnis gebracht wird, deren Augenfalligkeit ihre Entdecker 
damals zu der Bemerkung veranlaBte: 

»Hs drangt sich der Gedanke auf, es kénne vielleicht 
die Ursache der Isomerie der Fumarséure und der 
Maleinsadure derselben Art sein, wie die der Trauben- 
siure und inaktiven Weinsadure. Dann sollten auBer der 
inaktiven noch zwei aktive Modifikationen der Maleinsaure 
existieren, die durch Spaltung der Fumarsaure erhalten werden 
kénnen.“ Wenn dies nun auch noch nicht gelungen ist, so 
darf man doch heute, nach der aufsehenerregenden Entdeckung 
Erlenmeyers, den friiheren negativen Ergebnissen keine all- 
zugroBe Bedeutung mehr beilegen. Um so weniger, als auch 
in seinen Fallen die optische Zerlegung nur unter ganz be- 
sonderen Bedingungen und von allen optisch aktiven Substanzen 
bisher allein mittels Weinsiure erreicht werden konnte. Man 
wird also warten miissen, bis auch hier der richtige Weg der 
optischen Spaltung gefunden ist. 


State bares. 7S Tee aaa 
ee ae a a eee Z 


Nachschrift. 


Nachtraglich erklart Erlenmeyer (diese Zeitschr. 66, 509), 
daB ihm die Bereitung dauernd aktiven Benzaldehydes bis jetzt 
nicht gelungen sei. Die obigen rein theoretischen Ausfiihrungen 
werden dadurch natiirlich in keiner Weise beeintrachtigt, um- 
soweniger, als jedenfalls die Gewinnung aktiver Mandelsiuren 
aus den ,induzierten“ Benzaldehyden bestehen bleibt. 





) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 14, 717, 1881. 


Einflu8 der mechanischen Zerstérung der Zellstruktur auf 
die verschiedenen Oxydationsprozesse der Tiergewebe. 


Von 
F. Battelli und L. Stern. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Genf.) 


(Hingegangen am 31. Juli 1914.) 


I. 

Der EinfiuB der verschiedenen Faktoren (Frische der Ge- 
webe, Wirkung des Trypsins, der indifferenten Anaesthetica, der 
Gifte usw.) ist verschieden je nach dem Oxydationsprozeb, auf 
den man sie einwirken l48t. Es war zu erwarten, daB auch 
die Zerstérung der Zellstruktur auf die verschiedenen Oxy- 
dationsvorgange eine verschiedene Wirkung ausiiben wiirde. 

Bei der Untersuchung des Einflusses des Zerreibens der 
Gewebe auf die eigentliche Atmung derselben, ohne Zusatz 
irgendeiner oxydablen Substanz, mu8 man vor allen Dingen 
zwischen der Wirkung des Zerreibens auf die Hauptatmung 
und der Wirkung auf die akzessorische Atmung unterscheiden. 

Wir wollen daran erinnern, da8 wir auf Grund unserer 
Untersuchungen zu dem Schlusse gekommen waren, daB in den 
Geweben der héheren Tiere zwei ginzlich verschiedene Atmungs- 
prozesse existieren: die Hauptatmung und die akzessorische 
Atmung. 

Die Hauptatmung existiert in allen Geweben und ver- 
schwindet mehr oder weniger schnell nach dem Tode des Tieres. 
Bisher war es uns nicht gelungen, die Hauptatmung in Ab- 
wesenheit von Zellen zu konstatieren. Die akzessorische Atmung 
existiert nur in bestimmten Geweben (Leber, Niere usw.), bleibt 
lingere Zeit nach dem Tode des Tieres intakt und geht leicht 
in den wisserigen Auszug der Gewebe iiber. 
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Diese beiden soeben genannten Atmungsprozesse weisen 
auBerdem noch andere charakteristische Eigentiimlichkeiten auf, 
wodurch sie sich voneinander unterscheiden. Nahere Angaben 
hieritiber findet man in unseren friiheren diesbeziiglichen Ar- 
beiten’). Hier wollen wir nur noch darauf hinweisen, daB die 
akzessorische Atmung dieselben Charaktereigentiimlichkeiten 
aufweist wie die echten Oxydasen, wahrend die Hauptatmung 
sich wie die labilen Oxydone verhilt. 

AuBer ihrer eigentlichen Atmung besitzen die Tiergewebe 
die Fahigkeit, eine gewisse Anzahl zugesetzter Substanzen ener- 
gisch zu oxydieren, wie z. B. die Alkohole, das Xanthin, die 
Harnsaure, die Bernsteinsaure, die Zitronensaure, das p-Phenylen- 
diamin usw. Aber die Katalysatoren, die die Oxydation dieser 
verschiedenen Substanzen zuwege bringen, haben nicht alle die 
gleichen Eigenschaften. 

Die einen, d.h. die echten Oxydasen, gehen leicht in 
die wasserigen Ausziige der Gewebe iiber, werden durch Alkohol- 
oder durch Acetonbehandlung nicht vernichtet und widerstehen 
auch der Einwirkung des Trypsins. Diese Eigentiimlichkeiten 
findet man bei der Alkoholoxydase, der Uricoxydase, der Xan- 
thinoxydase usw. 

Die anderen Katalysatoren, die Oxydone, gehen nicht 
in den wasserigen Auszug iiber, werden durch Behandeln mit 
Alkohol, Aceton und Trypsin vernichtet usw. Die Oxydone 
werden in stabile und labile Oxydone eingeteilt. Die stabilen 
Oxydone bleiben in den Geweben langere Zeit nach dem Tode 
des Tieres intakt; sie werden durch wiederholtes, langeres Aus- 
waschen der Gewebe mit Wasser nicht vermindert usw. Die 
labilen Oxydone nehmen mehr oder weniger schnell nach dem 
Tode des Tieres in den Geweben ab und werden durch etwas 
langeres Waschen der Gewebe mit Wasser vollig vernichtet. 

Wir haben den Einflu8 der mechanischen Zerstérung der 
Zellstruktur auf diese verschiedenen Oxydationsprozesse oder 
Agentien untersucht: die Hauptatmung und die akzessorische 
Atmung, die Oxydasen, die stabilen und die labilen Oxydone. 
Die weitaus gréBte Zahl unserer Untersuchungen bezieht sich 
auf die stabilen Oxydone, und es sind hauptsachlich die Re- 

1) Battelli und Stern, Die akzessorische Atmung in den Tier- 
geweben. Diese Zeitschr. 21, 487, 1909. 


/ 
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sultate dieser Untersuchungen, die wir in dieser Arbeit ein- 
gehender erértern werden. 

Der Hauptzweck dieser Untersuchungen war, zu entscheiden, 
ob alle Oxydationsprozesse in Abwesenheit jeder Zellstruktur 
vor sich gehen kénnen. Fiir die Oxydasen war diese Frage 
bereits entschieden, denn man kann bekanntlich die Oxydasen 
leicht in wasseriger Lésung erhalten. Das gleiche gilt auch fiir 
die akzessorische Atmung, wie wir in friiheren Untersuchungen 
festgestellt haben. 

Anders verhielt es sich aber mit den Oxydonen und der 
Hauptatmung. Wir hatten bereits in unseren friiheren Unter- 
suchungen gesehen, daB diese Oxydationsvorgainge durch ver- 
schiedene Faktoren, wie das Trypsin, die indifferenten Nar- 
kotica, relativ wenig hohe Temperaturen usw. vernichtet werden. 
Aber diese verschiedenen Faktoren bewirkten nicht bloB eine 
Verinderung der physikalischen Zellstruktur, sondern verur- 
sachten auBerdem chemische oder physikalische Veranderungen 
der Zellsubstanzen. Durch die mechanische Zerkleinerung kénnte 
man hingegen eine Vernichtung der Zellstruktur bewirken, ohne 
eine Zustandsainderung der Zellsubstanzen herbeizufiihren. 

Wir werden nun sehen, da8 wir in bezug auf die stabilen 
Oxydone zu einem definitiven Resultat gelangt sind, daB aber 
in bezug auf die labilen Oxydone und die Hauptatmung eine 
definitive Antwort noch aussteht. 


II. Methode. 


In unseren friiheren Versuchen betreffend die Oxydations- 
prozesse waren die Gewebe bloB einer ziemlich groben Zer- 
kleinerung in einer gewdhnlichen Fleischhackmaschine unter- 
worfen worden, was eine Dissoziierung des Gewebes zur Folge 
hatte, aber die meisten Zellen intakt lie8. Das Zerreiben der 
Gewebe in einem Mérser mit Sand ist schwierig und langwierig. 
AuBerdem sind die Resultate in bezug auf die Strukturzerstérung 
der Zellen unbefriedigend. 

Es ist unumginglich nétig, einen vervollkommneten Zer- 
reibungsapparat hierzu zu benutzen. Warburg’) hat eine 


1) Warburg, Uber Beziehungen zwischen Zellstruktur und bio- 
chemischer Reaktion. Pfliigers Arch. 145, 277, 1912. 
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stihlerne Kugelmiihle benutzt, um die Struktur der roten Blut- 
kérperchen zu vernichten. Wir haben den Apparat von Borrel 
benutzt, der es erméglicht, in kurzer Zeit eine groBe Menge Ge- 
webe zu zerreiben. Bekanntlich besteht die Borrelsche Miihle 
hauptsichlich aus staihlernen flachen Messern, die beim raschen 
Drehen gegen die Wand der Miihle die Zellen zerquetschen. 
Bei geniigend langem Mahlen erzielt man eine vdllige Ver- 
nichtung der Zellstruktur. 

Das von uns benutzte Verfahren war folgendes. Das Ge- 
webe wird zuerst in einer gewohnlichen Fleischmiihle zerrieben 
und darauf in die Borrelsche Mihle gebracht. Je nach der Art 
des Gewebes fiigt man eine mehr oder minder groBe Menge 
leicht alkalisch gemachten Wassers hinzu, um das Zerreiben 
zu erleichtern. Es empfiehlt sich, das zu benutzende Gewebe 
sowie das Wasser vorerst abzukiihlen. Je nach den Versuchs- 
bedingungen wird das Zerreiben mehr oder minder lang fort- 
gesetzt. 

Um das Erhitzen des Apparates und des Gewebes wahrend 
des Zerreibens méglichst zu vermeiden, l48t man durch die 
AuBenwand der Mihle sehr kaltes Wasser strémen. AuBerdem 
braucht man die Vorsicht, das Mahlen von Zeit zu Zeit eine 
halbe Minute lang zu unterbrechen, wenn das Zerreiben langere 
Zeit dauern muB, 

Bei der mikroskopischen Untersuchung des auf diese Weise 
zerriebenen Gewebebreis beobachtet man in dem MaBe, wie das 
Zerreiben fortgesetzt wird, eine Abnahme der Zellen, die noch 
eine gewisse Struktur besitzen. Nach einem 1 Minute lang 
dauernden Zerreiben findet man noch eine groBe Anzahl von 
Zellen, die ihre Struktur bewahrt haben. Aber nach einem 
4—-5 Minuten langen Zerreiben bleiben nur noch sehr wenige 
Zellen iibrig, die eine merkbare Struktur aufweisen. Durch 
Zusatz von 2 oder 3 Volumen Wasser zu dem Gewebebrei und 
nachfolgendes Zentrifugieren wahrend 2 bis 3 Minuten erhalt 
man eine je nach dem Gewebe mehr oder minder triibe Fliissig- 
keit, die bei der mikroskopischen Untersuchung keine Spur von 
Zellen oder Zellfragmenten aufweist, die eine sichtbare morpho- 
logische Struktur besitzen. 

Die in diesen Versuchen zur Bestimmung der Oxydations- 
energie benutzte allgemeine Methode ist dieselbe wie in unseren 
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friiheren Untersuchungen iiber den Gaswechsel der Gewebe. 
Diese Methode besteht hauptsichlich darin, daB das zerriebene 
mit Wasser versetzte Gewebe bzw. der Gewebeauszug usw. in 
einer Sauerstoffatmosphare bei einer Temperatur von 38 bis 40° 
energisch geschiittelt wird. Am Ende des Versuches wird die 
Menge des aufgenommenen Sauerstofis und der produzierten 
Kohlensaéure gemessen. 


III. EinfluB des Zerreibens auf die stabilen Oxydone. 


Zu den stabilen Oxydonen gehéren das Succinicoxydon und 
das Phenylendiaminoxydon. Das Succinicoxydon oxydiert die 
Bernsteinséure zu Apfelsiure und Fumarsiure’). Das Phenylen- 
diaminoxydon oxydiert das p-Phenylendiamin zu einem Farb- 
stoff, dessen Zusammensetzung bisher nicht gut bestimmt ist. 

Bei der groBen Stabilitat dieser Oxydone konnte man die 
Hoffnung hegen, das Zerreiben der Gewebe lange Zeit fortsetzen 
zu kénnen, ohne diese Oxydone zu vernichten. 

Die ersten hierbei erzielten Resultate waren ziemlich wider- 
sprechend in bezug auf das Succinicoxydon*). Bald zeigte sich 
nach kurzem Zerreiben eine recht groBe Verminderung, bald 
jedoch blieb das Succinicoxydon auch nach lange fortgesetztem 
Zerreiben intakt. 

Wir bemerkten bald, daB die scheinbare Vernichtung des 
Succinicoxydons hauptsichlich durch die Gegenwart von fein 
zerriebenem Gummi bedingt war. In der Borrelschen Miihle 
befindet sich namlich zwischen dem Deckel und der Kapsel 
eine ziemlich dicke Gummiplatte, die den Zweck hat, einen 
hermetischen Verschlu8 des Apparates zu sichern. Bei der Be- 
wegung der Miihle kommen die Messer in Beriihrung mit der 
Gummiplatte, und die kleinen abgeschabten Gummifragmente 
vermengen sich mit dem Gewebe und werden zerrieben. Diese 
Gummifragmente verhindern die Oxydation der Bernsteinsaure, 
wenn sie in geniigender Menge vorhanden sind. Man kann 


1) Anmerkung, Das Auftreten von Fumarsiure unter den Oxy- 
dationsprodukten der Bernsteinsiure ist in jiingster Zeit von H. Einbeck 
festgestellt worden. 

*) Battelli et Stern, Influence de la destruction de la structure 
cellulaire sur les différents processus d’oxydation dans les tissus animaux. 
Soc. de Biol. 76, 575, 1914. 

Biochemische Zeitschrift Band 67. 20 
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sich leicht davon iiberzeugen, wenn man kleine Gummistiickchen 

in der Borrelschen Miihle zerreibt und die Masse hernach zu 
normalem Gewebe hinzusetzt. Die Oxydation der Bernstein- 
siure wird unter diesen Bedingungen véollig verhindert. 

Wir haben nicht naher untersucht, ob der Gummi das 
Succinicoxydon direkt veraindert oder ob er durch bloBe An- 
wesenheit auf die Reaktion wirkt. Doch scheinen mehrere 
Versuche dafiir zu sprechen, da8 der Gummi eine Kontakt- 
wirkung ausiibt. 

Die Oxydation des p-Phenylendiamins durch die Gewebe 
wird durch die Anwesenheit von Gummi nicht beeinfluBt. 

Um den stérenden Einflu8 des Gummi auszuschalten, 
haben wir natiirlich die Borrelsche Mihle etwas modifizieren 
miissen, in der Weise, daB der Kontakt der Gewebe mit dem 
Gummi vermieden wurde. 

Da die Gewebe nach dem Tode des Tieres eine gewisse 
Aciditét aufweisen, die beim Zerreiben der Gewebe eine 
schadigende Wirkung auf die Oxydone ausiiben kénnte, haben 
wir vor dem Zerreiben zum Gewebe */, Volumen leicht alka- 
lischen Wassers hinzugesetzt (NH, 1: 1500 z. B.). 

In der Tabelle I stellen wir die Resultate einiger typischer 
Versuche zusammen, die mit den verschiedenen Geweben aus- 
gefiihrt sind. 

Die in dieser Tabelle angefiihrten Ergebnisse zeigen deut- 
lich, daB alle Gewebe, nachdem sie 5 oder 10 Minuten lang 
zerrieben wurden, die Fahigkeit p-Phenylendiamin zu oxydieren, 
ganz bewahrt haben. Das Oxydationsvermégen gegeniiber 
der Bernsteinsaiure bleibt in einigen Geweben intakt, wie z. B. 
in dem Herzmuskel und den Muskeln des Pferdes, der Leber 
des Hundes usw., aber haufig beobachtet man eine deutliche 
Verminderung in der Leber des Rindes, des Pferdes und des 
Hammels, bisweilen auch in den Muskeln des Rindes. Es gibt 
in der Beziehung zahlreiche individuelle Ausnahmen. 

Wir haben nicht naher untersucht, ob diese Verminderung 
der Oxydationswirkung gegeniiber Bernsteinséure durch eine 
Abschwiachung des Succinicoxydons der Leber bewirkt ist, oder 
auf die Bildung von hemmenden Substanzen durch den Kontakt 
der Leber mit den Metallwainden der Miihle wahrend des Zer- 
reibens zuriickzufiihren ist. 
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Tabelle I. 


Sauerstoffaufnahme durch 100 g Gewebe, nach Zerkleinern in einer 
gewohnlichen Fleischhackmaschine oder nach Zerreiben in der Borrelschen 
Miihle, zur Oxydation der Bernsteinséure oder der p-Phenylendiamin- 
siure. Die Flaschen sind mit Sauerstoff gefiillt; die Temperatur des 
Thermostaten betrigt 40° und die Dauer des Schiittelns 30 Minuten. 








Gewebe 


Zerkleinerungsapparat 


Zugesetzte 
Substanz 


Aufge- 
nommener 
0, 
com 








Muskel vom Pferd 


Muskel vom Rind 


Herz vom Pferd 


Leber vom Rind 


Leber vom Hammel 


Leber vom Hund 


Gehirn vom Hammel 


Niere vom Rind 


Niere vom Pferd 





Fleischhackmaschine 


n 
Borrelsche Miihle 10’ 
10 


n n 
Fleischhackmaschine 


n 
Borrelsche Miihle 3’ 
n n 3’ 
10 
ba] n 10° 
Fleischhackmaschine 


Borrelsche Mihle 10’ 
10’ 


n n 


” n 
Fleischhackmaschine 


Borrelsche Miihle 5’ 
n ” 5 

” n 10’ 

» 10 


n 
Fleischhackmaschine 


Borrelsche Miihle 10’ 
* 
Fleischhackmaschine 


Borrelsche Miihle 5’ 


n n 
Fleischhackmaschine 


Borrelsche Mihle 5’ 
” te 
Fleischhackmaschine 


” 
Borrelsche Miihle 5’ 
. 8 
Fleischhackmaschine 
Borrelsche Mihle 





Phenylendiamin 
Bernsteinsaéure 
Phenylendiamin 
Bernsteinséure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaéure 
Phenylendiamin 
Bernsteinséure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaéure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsiure 
Phenylendiamin 
Bernsteinséure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaiure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaéure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsiure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaiure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaéure 
Phenylendiamin 
Bernsteinséure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsiure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaure 
Phenylendiamin 
Bernsteinsaure 
” 

n 





140 
150 
145 
140 
150 
155 
157 
150 
155 
110 
120 
170 


90 
150 


165 


Diese hier angefiihrten Resultate gestatten die Behauptung 
aufzustellen, daB die Wirkung der stabilen Oxydone nicht von 
der Zellstruktur abhingt. Diese SchluBfolgerung wird in defi- 
nitiver Weise durch die iiber die Oxydationswirkung der 
30* 
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wasserigen Gewebeausziige angestellten Versuche bestiatigt, von 
denen bald die Rede sein wird. 


IV. Léslichkeit der stabilen Oxydone in Wasser. 


In unseren friiheren Arbeiten iiber die Oxydone’) hatten 
wir gezeigt, daB die in einer gewodhnlichen Fleischmiihle zer- 
riebenen Muskeln wiederholt mit Wasser gewaschen werden 
kénnen, ohne eine merkliche Verminderung der Oxydonmenge 
zu erleiden. Wir hatten hieraus geschlossen, daB die Oxydone 
in Wasser unldslich sind. Diese SchluBfolgerung ist jedoch 
nicht ganz richtig, wie wir sehen werden. 

Nachdem wir die Beobachtung gemacht hatten, daB die 
Zerstérung der Zellstruktur durch langeres Zerreiben die stabilen 
Oxydone nicht schadigt, haben wir versucht, diese Oxydone 
in wasseriger Lésung zu erhalten. Wir haben hierbei folgendes 
Verfahren benutzt. 

Der durch Zerreiben in der Borrelschen Miihle hergestellte 
Gewebebrei wird mit dem 2- oder 3fachen Volumen leicht 
alkalischen Wassers versetzt (NaOH 1:5000). Es ist notwendig, 
eine alkalische Fliissigkeit zu benutzen. Setzt man gewdéhn- 
liches Wasser hinzu, so ist die Reaktion des Mediums sauer 
und die Oxydone gehen nicht in Lésung, da sie in saurem 
Medium unldslich sind, wie wir im folgenden Abschnitt sehen 
werden. 

Der Gewebebrei wird einige Minuten unter hiufigem Um- 
schiitteln mit dem alkalischen Wasser in Kontakt gelassen 
und hierauf energisch langere Zeit zentrifugiert. Man erhilt 
auf diese Weise drei Schichten: eine untere diinne Schicht, 
bestehend aus Fragmenten von Fasern, eine mittlere kérnige 
Schicht und eine obere fliissige Schicht. 

Diese Fliissigkeit ist je nach dem benutzten Gewebe mehr 
oder weniger klar. In den Ausziigen der Leber, der Niere, 
des Gehirns ist bei der mikroskopischen Untersuchung keine 
Spur von Zellstruktur zu erkennen, aber die Fliissigkeit ist 
ziemlich tribe. Die Muskeln hingegen sowie das Herz des 
Rindes, des Pferdes u. a. liefern eine opalescierende, aber im 
iibrigen recht klare Fliissigkeit. 


’) Battelli und Stern, Einflu8 der Anaesthetica auf die Oxydone. 
Diese Zeitschr. 52, 226, 1913. 
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Wir haben hauptsachlich diese Ausziige der Muskeln und 
des Herzens als Lésungen von stabilen Oxydonen benutzt. 

Nach Zusatz von bernsteinsaurem Natrium oder von 
p-Phenylendiamin wird das Reaktionsgemisch wie gewoéhnlich 
in einer Sauerstoffatmosphire bei 40° energisch geschiittelt. 

Wir fiihren als Beispiel einige Versuchsresultate an, die 
sich auf die Sauerstoffaufnahme bei der Oxydation der Bern- 
steinséure oder des p-Phenylendiamins in Gegenwart dieser 
wasserigen Ausziige beziehen. 


Tabelle II. 

Sauerstoffaufnahme durch 100 g Gewebe oder durch die ent- 
sprechende Menge des klaren wisserigen Auszuges zur Oxydation der 
Bernsteinséure oder des p-Phenylendiamins. Die Dauer des Schiittelns 
betragt 30 Minuten. 








Gewebe Zerkleinerungsapparat ee 








Muskel vom Pferd | Borrelsche Miihle 5 Phenylendiamin 





n n 5 Bernsteinsaure 
Wasseriger Auszug | Phenylendiamin 
n , Bernsteinsaéure 

Herz vom Pferd | Borrelsche Miihle 4’ | Phenylendiamin 
n n 4’ Bernsteinsaéure 
Wisseriger Auszug | Phenylendiamin 
. , Bernsteinsaéure 

Herz vom Pferd Borrelsche Mihle 10’ | Phenylendiamin 
” » 10 Bernsteinsiure 
Wisseriger Auszug | Phenylendiamin 
. . Bernsteinsaure 

Herz vom Rind Borrelsche Miihle 5’ | Phenylendiamin 
- » 5 | Bernsteinséure 
Wisseriger Auszug | Phenylendiamin 
n n Bernsteinsaure 











Die in dieser Tabelle zusammengestellten Versuchsergebnisse 
zeigen, daB nach Zerstérung der Zellstruktur die stabilen Oxy- 
done durch schwach alkalisches Wasser extrahiert werden 
kénnen. In einigen Fallen verlieren die Oxydone bei den 
verschiedenen Manipulationen einen Teil ihrer Wirkungsfahig- 
keit, aber in anderen Fallen enthalt der auf die oben be- 
schriebene Weise hergestellte wisserige Auszug ungefahr die 
Gesamtmenge der stabilen Oxydone des betreffenden Gewebes. 

Wir kénnen hinzufiigen, daB die Oxydone langere Zeit 
(z. B. 24 Stunden) in dem wisserigen Auszuge intakt bleiben, 
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wenn der Auszug bei niedriger Temperatur aufbewahrt wird 
und die Reaktion leicht alkalisch bleibt. 

Wenn wir von der Léslichkeit der stabilen Oxydone in 
Wasser sprechen, so wollen wir keineswegs entscheiden, ob es 
sich um eine echte Lésung oder um eine kolloidale Lésung 
handelt. Man kann hier dieselben Argumente entwickeln, die 
in den Diskussionen betreffend die Natur der Enzyme im 
allgemeinen angefiihrt worden sind. Bekanntlich nimmt die 
Mehrzah] der Forscher an, daB die Enzyme in Wasser eine 
kolloidale Lésung bilden, was jedoch nicht mit Bestimmtheit 
bewiesen ist. 


V. Fallung der stabilen Oxydone durch organische Siauren. 


Die sich selbst iiberlassenen wasserigen Ausziige der Ge- 
webe bilden nach und nach einen mehr oder minder groBen 
Bodensatz in dem MaBe, wie die Reaktion des Mediums sauer 
wird. Der so entstandene Bodensatz enthalt zum groBen Teil 
die in dem wisserigen Auszug befindlichen stabilen Oxydone. 

Um eine schnelle Fallung der Oxydone zu bewirken, ge- 
niigt es, die Flissigkeit durch Zusatz einer organischen Saure, 
z. B. Essigsiure, in einer Gesamtkonzentration von 1: 2000 bis 
1: 3000 anzusaéuern. Der Niederschlag ist je nach dem zur Be- 
reitung des Extraktes benutzten Gewebe mehr oder weniger 
groB. Er ist sehr groB bei Benutzung der Niere oder der 
Leber, hingegen sehr klein, wenn man den Auszug von Muskel 
oder Herz verwendet. 

Nach Zusatz der Séure wird der Auszug sofort energisch 
zentrifugiert. Man erhalt eine véllig durchsichtige Fliissigkeit 
und einen Bodensatz. Der fliissige Teil wird neutralisiert und 
der Bodensatz in leicht alkalischem Wasser gelost. 

In schwacher Konzentration bewirkt die Essigsiure keine 
merkliche Schidigung der Oxydone, vorausgesetzt, daB der 
Kontakt nicht zu lange dauert. Es ist also notwendig, schnell 
za zentrifugieren und gleich darauf den Bodensatz leicht 
alkalisch zu machen. 

In der folgenden Tabelle stellen wir einige typische Ver- 
suchsresultate zusammen, die sich auf die mit Essigsdure be- 
handelten Ausziige der Muskeln oder des Herzens beziehen. 
Diese Ausziige sind durch Zusatz von 2 Volumen leicht alka- 
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lischen Wassers zum 5 Minuten lang zerriebenen Gewebe und 
nachfolgendes energisches Zentrifugieren hergestellt worden. 
Der Auszug wurde mit Essigsiure schwach angesduert und 
zentrifugiert, der fliissige Teil abgehoben und der Bodensatz 
mit leicht alkalischem Wasser auf das urspriingliche Volumen 
des Auszuges gebracht. 


Tabelle IIL. 

Sauerstoffaufnahme bei der Oxydation der Bernsteinsiure oder des 
p-Phenylendiamins durch den fliissigen Teil oder den Niederschlag von 
100ccm mit Essigsiure behandelten Gewebeauszug. 

Die Dauer des Schiittelns betrigt 30 Minuten. 




















Auf- 

Gewebe Zubereitung | —- genommener O, 

ae —_ 

Muskel vom Pferd | Wasseriger Auszug , Bernsteinsaure 38 
” » _ | Phenylendiamin | 47 
Niederschlag Bernsteinsiure | 26 
n Phenylendiamin | 34 
Fliissiger Teil Bernsteinsaure 3 
- - Phenylendiamin | 7 
Herz vom Pierd | Wasseriger Auszug| Bernsteinsiure | 62 
* n Phenylendiamin | 58 
Niederschlag Bernsteinsiure | 50 
r Phenylendiamin 42 
Flissiger Teil Bernsteinsaure 4 
- , Phenylendiamin | 6 





Die in der Tabelle III zusammengestellten Resultate zeigen 
deutlich, daB die Oxydone durch Essigsaéure gefallt werden. 
Der nach Zusatz von Essigsiure entstehende Niederschlag ent- 
halt den weitaus gréBten Teil der im Auszuge befindlichen 
Oxydone. Der fliissige Teil hingegen enthalt nur Spuren davon. 

Die Fallung durch Essigséure gibt die Moglichkeit, groBe 
Mengen stabiler Oxydone in einem relativ kleinen Volumen 
herzustellen und auBerdem die Oxydone zu reinigen, indem 
man sie von den in der Lésung zuriickbleibenden Substanzen 
befreit. 


VI. EinfluB héherer Temperaturen, des Trypsins, der in- 
differenten Narkotica auf die in Wasser gelésten Oxydone. 

In friiheren Arbeiten haben wir den Einflu8 verschiedener 
Faktoren auf die in den verschiedenen Geweben enthaltenen 
Oxydone untersucht. 
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Unter diesen Faktoren hatten wir hauptsiachlich die Tempe- 

ratur'), das Trypsin’), die indifferenten Narkotica*) und die 
Aldehyde‘) einem eingehenden Studium unterzogen. 

Wir hatten die Beobachtung gemacht, da8 fiir all diese 
Faktoren ein enger Parallelismus zwischen der zerstérenden 
Wirkung auf die Oxydone und der chemischen oder physikali- 
schen Veranderung der Eiwei®k6rper, speziell der Nucleo- 
proteide, zu verzeichnen ist. 

Wir hatten hieraus gefolgert, daB die Oxydone aus EiweiB- 
kérpern bestehen oder in enger Beziehung zu den Eiwei8kérpern 
stehen. Doch konnte die Wirkung dieser verschiedenen Fak- 
toren auch durch andere Hypothesen erklart werden, z. B. durch 
eine Veranderung der Zellstruktur. Nach Vernon’) bewirken 
die indifferenten Narkotica die Zerstérung des Phenylendiamin- 
oxydons dadurch, daB sie die Lipoidmembranen, die in der 
Zelle die oxydierenden Fermente zusammenhalten, vernichten. 

Wir sahen uns deshalb veranlaBt, das Studium der Wir- 
kung der verschiedenen Faktoren auf die stabilen Oxydone 
wieder aufzunehmen, wobei wir die verschiedenen Faktoren 
auf die wasserigen Lésungen dieser Oxydone einwirken lieBen. 

Die Deutung der Resultate wird infolgedessen klarer sein 
als in unseren friiheren Untersuchungen, wo die Oxydone in 
den Zellen eingeschlossen waren. 

Die wasserigen Lésungen sind aus den Muskeln und haupt- 
sichlich aus dem Herzen des Pferdes und des Rindes nach 
dem in den vorhergehenden Kapiteln angegebenen Verfahren 
hergestellt worden. 

Einflu8 der Temperatur. In unseren friiheren Ver- 


1) Battelli und Stern, Die Oxydation der Bernsteinsiure durch 
Tiergewebe. Diese Zeitschr. 30, 172, 1910. — EinfluB verschiedener 
Faktoren auf die Oxydation des p-Phenylendiamins durch die Tier- 
gewebe. Ebenda 46, 343, 1912. 

*) Battelli und Stern, Wirkung des Trypsins auf die verschie- 
denen Oxydationsvorginge in den Tiergeweben. Ebenda 34, 263, 1911. 

8) Battelli und Stern, Einflu8 der Anaesthetica auf die Oxydone. 
Ebenda 52, 226, 1913. 

*) Battelli und Stern, Einflu8 der Aldehyde auf die Oxydone. 
Ebenda 52, 253, 1913. 

5) Vernon, The function of lipoids in tissue respiration and in 
the activity of oxidases. Journ. of Physiol. 45, 197, 1912. 
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suchen hatten wir festgestellt, daB die auf 60° erhitzten Ge- 
webe vollstindig die Fahigkeit verlieren, Bernsteinséure zu 
oxydieren, und fast vollstandig die Fahigkeit einbiiBen, 
p-Phenylendiamin zu oxydieren. 

Unsere jetzigen Versuche beziehen sich speziell auf den 
klaren Auszug der Muskeln und hauptsichlich des Herzens 
des Pferdes und des Rindes. 

Der die Oxydone enthaltende Auszug wird auf die ge- 
wiinschte Temperatur gebracht und 15 Minuten lang bei dieser 
Temperatur gelassen. Man lat hierauf abkiihlen, fiigt die 
nétige Menge p-Phenylendiamin oder bernsteinsaures Natrium 
hinzu und verfaihrt im iibrigen wie gewodhnlich. 

Die hierbei erzielten Resultate sind véllig analog denen 
unserer friiheren Versuche, wo wir die grob zerriebenen Ge- 
webe benutzten, in denen die Mehrzahl der Zellen intakt war. 
Wir brauchten also nur die Werte hier wiederzugeben, die in 
unseren friiheren Arbeiten angefiihrt sind. Die auf 55° 
15 Minuten lang erhitzten Gewebeausziige weisen bereits eine 
deutliche Verminderung ihres Oxydationsvermégens gegeniiber 
Bernsteinsiure und p-Phenylendiamin auf. Erhitzen auf 60° 
bewirkt eine fast vdéllige Vernichtung des Succinicoxydons, 
wahrend das Phenylendiaminoxydon nur zum Teil vernichtet ist; 
haufig bleibt */, oder */; des urspriinglichen Oxydationsver- 
moégens des Phenylendiaminoxydons zuriick. 

Einflu8 des Trypsins. Das Trypsin vernichtet schnell 
(im Laufe einer halben Stunde bei 40°) die in den zerriebenen 
Geweben enthaltenen Oxydone. 

In den hierher gehérigen Versuchen haben wir in einigen 
Fallen den klaren wisserigen Auszug des Pferdeherzens be- 
nutzt. In einigen anderen Fallen haben wir das Trypsin auf 
den durch Behandeln mit Essigsiure gebildeten Niederschlag 
des Auszuges einwirken gelassen, nach vorheriger Lésung des 
Niederschlages in alkalischem Wasser. Zu 100 ccm Filiissigkeit 
setzt man 0,50 g Pankreatin Merck hinzu und laBt diese 30 Mi- 
nuten bei einer Temperatur von 40° einwirken. Man setzt hier- 
auf die nétige Menge p-Phenylendiamin oder Bernsteinsaure 
hinzu und verfaéhrt im iibrigen wie gewohnlich. Selbstverstind- 
lich untersucht man gleichzeitig die oxydierende Wirkung der 
nicht vorbehandelten Ausziige. 
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Die hierbei erzielten Resultate gleichen vdéllig den Re- 
sultaten, die wir in unseren friiheren an dem Gewebebrei an- 
gestellten Versuchen verzeichnet haben, doch ist die Wirkung 
des Trypsins auf die Extrakte noch energischer als auf den 
einfach zerkleinerten Muskel. 

Gegeniiber der zerstérenden Wirkung des Trypsins ist das 
Succinicoxydon des Pferdeherzens weniger resistent als das 
Phenylendiaminoxydon. Der mit 0,50 g Pankreatin Merck 
1/, Stunde lang in Kontakt gelassene Auszug weist fast keine 
Oxydationswirkung auf Bernsteinsiure auf, wihrend das Oxy- 
dationsvermégen gegeniiber p-Phenylendiamin bloB auf */, oder 
1/, reduziert ist. Wir haben soeben gesehen, daB das Succinic- 
oxydon des Pferdeherzens auch der Temperatur gegeniiber 
empfindlicher ist als das Phenylendiaminoxydon. 

Wirkung der indifferenten Narkotica. Die indiffe- 
renten Narkotica tiben keinen merklichen EinfluB auf die Oxy- 
done der Gewebe aus, wenn ihre Konzentration nicht geniigend 
stark ist. Wenn die Konzentration der Narkotica einen ge- 
wissen Wert erreicht, erleiden die Oxydone je nach der Kon- 
zentrationsstirke eine teilweise oder eine védllige irreversible 
Vernichtung. ; 

Wir haben gezeigt, daB fiir die Mehrzahl der Anaesthetica 
die Konzentrationen, die nétig sind, um eine vollige irreversible 
Vernichtung der Oxydone der Gewebe herbeizufiihren, dieselben 
sind wie die zur vdlligen Fallung der Nucleoproteide der Ge- 
webeausziige erforderlichen. 

In den friiheren Versuchen hatten wir hauptsachlich die 
Muskeln benutzt, die den Vorteil bieten, daB man sie wieder- 
holt auswaschen kann, ohne ihre stabilen Oxydone anzugreifen. 
Es war auf diese Weise leicht, durch wiederholtes energisches 
Waschen die Muskeln von den zugesetzten Anaesthetica fast 
vollig zu befreien und hiermit die Kontaktwirkung der letzteren 
auszuschalten. 

Bei Benutzung der wisserigen Ausziige der Gewebe (Muskeln 
oder Herz) kann natiirlich das Anaestheticum nicht leicht wieder 
entfernt werden. Wir haben uns daher damit begniigen miissen, 
das Reaktionsgemisch, bestehend aus dem Extrakte und dem zu 
untersuchenden Anaestheticum, nach einer bestimmten Einwir- 
kungsdauer zu verdiinnen. Um eine zu groBe Verdiinnung zu 
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vermeiden, haben wir vorerst die Oxydone durch Fallung der 
Ausziige mit Essigsiure und nachfolgendes Zentrifugieren még- 
lichst konzentriert. Der entstehende Niederschlag wird in einer 
geringen Menge leicht alkalischen Wassers gelést, so daB das 
Gesamtvolumen 5- bis 6 mal kleiner ist als das urspriingliche 
Volumen des Auszuges. Man fiigt nun das zu untersuchende 
Anaestheticum hinzu und léBt bei 18° oder 40° 15 Minuten 
lang in Kontakt. Hierauf fiigt man die nétige Menge Wasser 
hinzu, um das Ganze 4- oder 5fach zu verdiinnen, so daB das 
urspriingliche Volumen des Extraktes erreicht wird. Man fiigt 
die ndtige Menge Bernsteinsiure oder p-Phenylendiamin hinzu 
und verfaihrt im iibrigen wie gewodhnlich. 

Die hierbei erzielten Resultate entsprechen vollkommen 
denjenigen, die wir bei Benutzung der zerriebenen Gewebe 
verzeichnet hatten. Solange das Anaestheticum eine bestimmte 
Konzentration nicht erreicht hat, bleibt es ohne EinfluB auf 
die Wirkung der Oxydone in wisseriger Loésung; auBerdem ist 
die Konzentration, die die Oxydone véllig vernichtet, ziemlich 
nahe derjenigen, die eine Verminderung um 20°/, oder 25°), der 
Wirkung der Oxydone hervorruft. Die Werte dieser verschie- 
denen Konzentrationen sind ziemlich die gleichen wie die bei 
Benutzung der zerriebenen Gewebe verzeichneten. 

Wir brauchen also nur auf die in unseren friiheren Arbeiten 
veroffentlichten Zahlen zu verweisen. 

Die Hypothese von Vernon, wonach die Anaesthetica die 
Oxydone durch Veranderung der physikalischen Struktur der 
Zellen vernichten, kann folglich nicht mehr aufrecht erhalten 
werden, und andererseits bieten diese Resultate eine Stiitze fiir 
unsere Auffassung, daB die Oxydone aus EiweiBsubstanzen be- 
stehen oder daB sie in sehr enger Beziehung zu den EiweiB- 
kérpern stehen. 


Vil. Einflu8 des Zerreibens auf die labilen Oxydone. 
Zu den labilen Oxydonen gehért das Citricoxydon, das die 
Fahigkeit besitzt, nicht nur die Citronensdure, sondern auch die 
Apfel- und Fumarsaure vollstandig zu Wasser und Kohlensaure 
zu verbrennen. 
Dieses Oxydon wird zerstért, wenn man das Gewebe einer 
langeren Behandlung mit Wasser unterwirft. Es geniigt z. B., 
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das in einer gewodhnlichen Fleischhackmaschine zerriebene Ge- 
webe */, Stunde lang mit dem 3fachen Volumen Wasser in 
Kontakt zu lassen, um das Citricoxydon fast vollig zu ver- 
nichten. Die Vernichtung geht desto schneller vor sich, je 
hoher die Temperatur des Wassers ist. 

Es steht also zu erwarten, daB die Versuche, das Citric- 
oxydon in wisseriger Lésung zu erhalten, groBe Schwierigkeiten 
bieten und daB die Resultate nicht giinstig sein kénnen. 

In den zu diesem Zweck angestellten Versuchen wurden 
die Gewebe so schnell wie méglich nach dem Tode des Tieres 
benutzt, da das Citricoxydon sehr bald nach dem Tode des 
Tieres in den Geweben abnimmt, wie wir bereits gesagt haben. 
Die verschiedenen Manipulationen werden bei sehr niedriger 
Temperatur ausgefiihrt. 

Wir haben als Ausgangsmaterial die Muskeln des Rindes 
oder des Pferdes, die Leber des Hundes und die Niere des 
Rindes benutzt. Nach Zerkleinern der Gewebe in einer ge- 
wohnlichen Fleischhackmaschine werden die Gewebe in die 
Borrelsche Miihle gebracht, in einigen Fallen ohne jede Vor- 
behandlung, in anderen Fallen nach vorherigem Waschen mit 
dem 2- oder 3fachen Volumen Wasser. 

Nach dem Zerreiben in der Borrelschen Miihle wird der 
Gewebebrei in zwei gleiche Teile geteilt. Zu dem einen Teile 
setzt man das 3fache Volumen Wasser und sorgfiltig neutra- 
lisierte Citronensiure im Verhaltnis von 0,40 g fiir je 30 g Ge- 
webe und 90 ccm Wasser zu. Der andere Teil, der die eigent- 
liche Atmung des Gewebes angeben soll, wird in derselben 
Weise behandelt, aber ohne Zusatz von Citronensdure. Die 
beiden Reaktionsgemische werden bei 40° in einer Sauerstoff- 
atmosphiare 30 Minuten lang energisch geschiittelt. Am Schlusse 
des Versuches bestimmt man die Mengen des aufgenommenen 
Sauerstofis und der produzierten Kohlenséure. Wenn diese 
Mengen in dem die Citronensiure enthaltenden Reaktions- 
gemisch gréBer sind als in dem andern, so kann man hieraus 
folgern, daB ein Teil der zugesetzten Citronensiure oxydiert 
worden ist, d.h. da8 in dem Praparate noch Citricoxydon ent- 
halten ist. Eine gesteigerte Kohlensaurebildung allein geniigt 
nicht, um auf eine Oxydation der Citronensiure zu schlieBen, 
wenn es sich um die Leber, die Niere usw. handelt, da diese 
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Gewebe die Fahigkeit besitzen, die Citronensiure unter Kohlen- 
saurebildung auch ohne Sauerstoffaufnahme zu zersetzen. 

Um entscheiden zu k6nnen, ob das Citricoxydon durch 
das Zerreiben in der Borrelschen Miihle abgeschwacht worden 
ist, mu8 man natiirlich gleichzeitig das Oxydationsvermégen 
gegeniiber der Citronensiure in einem anderen Teile desselben 
Gewebes untersuchen. Dieser Teil wird in einer gewdhnlichen 
Fleischhackmaschine zerrieben, wahrend der ganzen Dauer der 
Manipulationen an der Luft gelassen und hierauf in derselben 
Weise behandelt wie das in der Borrelschen Miihle zerriebene 
Gewebe. 

In der folgenden Tabelle IV stellen wir die Resultate 
einiger typischen Versuche zusammen. Wir geben hier blob 
die durch Zusatz von Citronenséure bewirkte Steigerung der 
Sauerstoffaufnahme an. 

Tabelle IV. 


Oxydation der Citronensaéure durch die verschiedenen Gewebe. 

Die Werte bezeichnen in Kubikzentimetern die Steigerung der 
Sauerstoffaufnahme durch Zusatz von Citronensiure zu 100 g Gewebe. 
Die Dauer des Schiittelns betragt 30 Minuten. Die Steigerung der Sauer- 


stoffaufnahme wird durch ein +-Zeichen angegeben. 








Aufgenommener 


Gewebe Zerkleinerungsapparat Sauerstoff 
ecm 


Muskel vom Rind Fleischhackmaschine 
Borrelsche Miihle 30” 
6 »n 60” 

Muskelriickstand vom Rind Fleischhackmaschine 
Borrelsche Miihle 30” 
n ” 60” 

Leber vom Hund Fleischhackmaschine 
Borrelsche Miihle 30” 
n ” 60” 

Niere vom Rind Fleischhackmaschine 
- Borrelsche Miihle 30” 
n n 60” | 
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Aus den Versuchsresultaten der Tabelle IV ersieht man, 
da8 selbst ein kurzdauerndes Zerreiben der Gewebe auf das 
Citricoxydon eine sehr ungiinstige Wirkung ausiibt. In der 
Mehrzahl der Fille wird dieses Oxydon durch Zerreiben des 
Gewebes wahrend 1 Minute vollstandig vernichtet, obgleich in 
diesem Falle die Zerstérung der Zellstruktur eine sehr unvoll- 
kommene ist. 
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Selbstverstandlich gelang es uns nicht bei der groBen 
Labilitét des Citricoxydons, einen klaren wisserigen Auszug 
herzustellen, der imstande ware, die Citronenséiure merklich 
zu oxydieren. 

Es mu8 auBerdem bemerkt werden, daB auch in den 
Kontrollproben der Gewebe, die in einer gewdhnlichen Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert waren, die durch Zusatz von Citronen- 
saure bewirkte Steigerung der Sauerstoffaufnahme verhiltnis- 
maBig gering war, wenn man sie mit den Werten vergleicht, 
die wir in unseren friiheren Versuchen verzeichnen konnten. 
Das an der Luft stehen gelassene zerriebene Gewebe, das als 
Kontrolle dienen sollte, verliert eben sehr bald einen mehr 
oder minder groBen Teil seines Oxydationsvermégens gegen- 
iiber der Citronensaure. 


VIII. Einflu8 des Zerreibens auf die Hauptatmung. 


In unseren friiheren Untersuchungen, betreffend die Haupt- 
atmung der isolierten Tiergewebe, wurden die zu untersuchenden 
Gewebe einer Zerkleinerung in einer gewodhnlichen Fleischhack- 
maschine unterworfen. Gleich im Anfang unserer Untersuchungen 
hatten wir die Beobachtung gemacht, daB der Grad der Zer- 
kleinerung einen merklichen Einflu8 auf die Atmungstatigkeit 
ausiibte, und insbesondere, da8 langeres Zerreiben eine groBe 
Verminderung der Intensitaét des Gaswechsels zur Folge hatte. 
Aus eben diesem Grunde hatten wir eine gewodhnliche Fleisch- 
hackmaschine gewahlt, um eine schnelle Zerkleinerung des Ge- 
webes zu erzielen, was bei Benutzung eines Morsers nicht még- 
lich gewesen ware. 

Ahnliche Beobachtungen sind von Thunberg?) an Frosch- 
muskeln gemacht worden. Er fand, daB Zerreiben des Muskels 
in einem Moérser mit Kieselguhr oder mit zerstampftem Glas 
mehr als die Halfte des Gaswechsels vernichtet, obgleich das 
Zerreiben bei sehr niedriger Temperatur ausgefiihrt wurde. 
Harden und Maclean’) beobachten ebenfalls eine starke 





1) Thunberg, Studien iiber die Beeinflussung des Gasaustausches 
des iiberlebenden Froschmuskels durch verschiedene Stoffe. Skand. Arch. 
f. Physiol. 22, 406, 1909. 

*) Harden and Maclean, The oxidation of isolated animal 
tissues. Journ. of Physiol. 48, 34, 1911. 
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Verminderung des Gaswechsels des Kaninchenmuskels nach 
energischem Zerreiben desselben mit Sand. 

Warburg’) fand, da8 die roten Blutkérperchen nach 
volliger Zerstérung der Struktur des Stroma keine Sauerstoff- 
aufnahme mehr aufweisen, waihrend einfaches Lésen der Blut- 
kérperchen, wobei das Stroma unverindert bleibt, keine Schadi- 
gung des Gaswechsels zur Folge hatte. 

Andererseits haben wir in einer friiheren Arbeit*) darauf 
hingewiesen, da8 unter dem Einflusse der verschiedenen Fak- 
toren die Hauptatmung ungefahr gleichzeitig mit dem Citric- 
oxydon herabgesetzt wird und verschwindet. Wir kénnten hier 
wiederholen, was wir im vorhergehenden Abschnitte iiber das 
Citricoxydon gesagt haben. Es steht also zu erwarten, daB die 
Versuche, das Gewebe energisch zu zerreiben, fiir die Haupt- 
atmung ungiinstige Resultate liefern werden. 

Diese Versuche sind an dem Zwerchfell des Rindes oder 
des Pferdes, der Niere des Rindes und der Leber des Hundes 
ausgefiihrt worden, die sich fiir die Versuche tiber die Haupt- 
atmung besonders gut eignen. Diese Gewebe sind so frisch 
wie méglich benutzt worden und die verschiedenen Manipula- 
tionen bei sehr niedriger Temperatur ausgefiihrt worden. 

Nach vorherigem Zerreiben in einer gewohnlichen Fleisch- 
hackmaschine wird das Gewebe mit */, Volumen leicht alkali- 
schen Wassers versetzt und in zwei Teile geteilt. Ein Teil 
wird in der Borrelschen Miihle mehr oder minder lange zer- 
rieben, wahrend der andere Teil die ganze Zeit hindurch an 
der Luft stehen gelassen wird. Dieser letzte Teil dient als 
Kontrolle. Zu jedem dieser Teile fiigt man 3 Volumen einer 
Dinatriumphosphatlésung in einer Gesamtkonzentration von 
5:1000 hinzu und verfaihrt im ibrigen wie gewohnlich, Am 
Schlusse des Versuches bestimmt man die Menge des auf- 
genommenen Sauerstoffs und der produzierten Kohlensaure. 

In einer groBen Anzahl dieser Versuche haben wir zu den 
zerriebenen Geweben Pnein in Form des wiasserigen Muskel- 
extrakts hinzugesetzt. Wie wir in friiheren Untersuchungen 


1) Warburg, Uber Beziehungen zwischen Zellstruktur und bio- 
chemischer Reaktion. Arch. f. d. ges. Physiol. 145, 277, 1912. 

*) Battelli und Stern, Die Oxydation der Citronen-, Apfel- und 
Fumarsaure durch Tiergewebe. Diese Zeitschr. 31, 478, 1911. 
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gezeigt haben, steigert das Pnein bedeutend die Hauptatmung, 
wenn diese aus irgendeinem Grunde vermindert war. In den 
Versuchen, in denen wir das Pnein benutzten, war die Zu- 
sammensetzung des Reaktionsgemisches folgende: zerriebenes 
Gewebe 30 g, 1°/,ige Dinatriumphosphatlésung 45 ccm, wiisse- 
riger Auszug des Rindermuskels 45 ccm. 

In der Tabelle V stellen wir die Resultate einiger typi- 
scher Versuche zusammen. 



















Tabelle V. 

Sauerstoffaufnahme und Kohlensiurebildung durch 100 g Gewebe 
nach Zerkleinern in einer gew6hnlichen Fleischhackmaschine oder nach 
Zerreiben in der Borrelschen Miihle. Die Dauer des Schiittelns betrigt 
30 Minuten. 











Gewebe Zerkleinerungsapparat | Fliissigkeit 



























Muskel vom Rind} Fleischhackmaschine | Muskelauszug | 130 | 112 
Borrelsche Miihle 1’ , 


- wit - 55 48 

r ——— . 45 40 

Muskelriickstand | Fleischhackmaschine Salzlésung 27 24 
vom Rind ~ Muskelauszug | 100 85 
Borrelsche Miihle 1’ Salzlésung 13 il 


. » 1’ | Muskelauszug 70 63 
Muskel vom Hnnd] Fleischhackmaschine 














” 85 78 

Borrelsche Miihle 1’ . 63 58 

6 Hee: ” 46 42 

” ea n 27 21 

Leber vom Huudj Fleischhackmaschine Salzlésung 70 65 
” Muskelauszug | 110 | 100 

Borrelsche Miihle 1’ Salzlésung 55 48 

- » | Muskelauszug 70 63 

” “Se Salzlésung 45 40 

- » 2 | Muskelauszug 55 50 

Niere vom Rind | Fleischhackmaschine Salzlésung 75 68 
. Muskelauszug | 133 | 115 

Borrelsche Miihle 1’ Salzlésung 40 35 

. » 1’ | Muskelauszug 78 70 

ri » Salzlésung 35 30 

~ » 2 | Muskelauszug 45 39 





Die in der vorhergehenden Tabelle angefiihrten Versuchs 
ergebnisse zeigen, wie zu erwarten war, daB das Zerreiben selbst 
wahrend einer relativ kurzen Dauer eine bedeutende Verminde- 
rung der Intensitét der Hauptatmung der Gewebe bewirkt. So 
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sieht man, daB nach einem 1 Minute langen Zerreiben in der Bor- 
relschen Miihle der Gaswechsel des Muskels, der nur die Haupt- 
atmung besitzt, um die Halfte und noch mehr vermindert ist. 
Betrigt die Dauer des Zerreibens 2 bis 3 Minuten, so ist die 
Verminderung noch starker. 

Das 2 Minuten lang in der Borrelschen Miihle zerriebene 
Muskelgewebe ist sehr stark dissoziiert aber es enthalt noch eine 
ziemlich grobe Menge von Faserfragmenten. Wir haben ver- 
sucht, festzustellen, ob zwischen der Menge dieser Fragmente 
und der Intensitit des Gaswechsels eine Beziehung besteht. Es 
schien uns, daf die Menge dieser Faserfragmente sehr klein 
ist im Vergleich zu der Intensitit der Atmung, die das zer- 
riebene Gewebe noch aufweist. Doch ist es sehr schwer. in 
etwas praziserer Form festzustellen, wie groB die Menge dieser 
Fragmente ist, die in bezug auf ihr Volumen und ihre Intakt- 
heit natiirlich sehr verschieden sein kénnen. 

Die Versuchsergebnisse der Tabelle V zeigen auch sehr 
deutlich, daB die giinstige Wirkung des Pneins auch bei den in 
der Borrelschen Miihle zerriebenen Geweben zur Geltung kommt. 

AuBerdem ist zu bemerken, dai in den in dieser Tabelle 
angefiihrten Versuchen die Intensitaét der Hauptatmung in den 
Kontrellproben viel niedriger ist als in unseren friiheren Ver- 
suchen. Diese Abschwachung der Atmungsenergie riihrt davon 
her, daB das in der gew6hnlichen Fleischhackmaschine zerriebene 
Gewebe wiahrend einer mehr oder minder langen Zeit an der 
Luft stehen gelassen wurde, und bekanntlich nimmt die Haupt- 
atmung in den zerriebenen Geweben sehr schnell ab. 

Vergleicht man die in der Tabelle V zusammengestellten 
Resultate mit den Resultaten des vorigen Abschnitts, so be- 
merkt man, da die Hauptatmung gegen das Zerreiben eine 
groBere Resistenz aufweist als das Citricoxydon. Wir haben 
in der Tat gesehen, daB das letztere durch ein 1 Minute langes 
Zerreiben in der Borrelschen Miihle vollig vernichtet wird. 

Diese hier angefiihrten Versuchsergebnisse gestatten nicht, 
mit Sicherheit zu entscheiden, auf welche Ursache die Ver- 
nichtung der Hauptatmung bei langerem Zerreiben der Gewebe 
zurickzufiihren ist. Mehrere Moglichkeiten kénnen in Betracht 
kommen, von denen wir hier die drei wichtigsten erwahnen 
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Man kann efstens die Annahme machen, daB infolge der 
Vernichtung der Zellstruktur die aktiven Agentien der Haupt- 
atmung in intimeren Kontakt mit den schadigenden Faktoren 
kommen. Diese Faktoren bewirken bereits unter normalen 
Verhaltnissen, obgleich langsamer, das Verschwinden der Haupt- 
atmung nach dem Tode des Tieres. 

Zweitens kann man eine schadigende Wirkung des Wassers 
annehmen. Lat man z. B. ein in einer gewéhnlichen Fleisch- 
hackmaschine zerkleinertes Gewebe einige Minuten lang im 
Kontakt mit gewohnlichem Wasser oder einer Salzlésung, so 
verliert es die Hauptatmung. Nach Zerstérung der Zellen 
kénnten die aktiven Agentien in engere Beriihrung mit dem 
Wasser kommen. 

SchlieBlich kann man auch annehmen, daB der Verlust der 
Hauptatmung durch die Zerstoérung der physikalischen Zell- 
struktur bedingt sei. 

Bis jetzt besitzen wir kein geniigendes Tatsachenmaterial, 
um zu einer definitiven begriindeten SchluBfolgerung zu ge- 
langen. Doch scheint uns, wie wir bereits gesagt haben, dab 
die Verminderung der Atmungstiatigkeit durchaus in keiner 
direkten Beziehung zur Anzahl der Zellen, deren physikalische 
Struktur vernichtet ist, steht. 


IX, Extraktion der aktiven Kérper der Hauptatmung durch 
Wasser, 


Bei der groBen Labilitat der Hauptatmung kann man 
natiirlich kaum erwarten, wasserige Gewebeausziige bereiten zu 
kénnen, die in héherem Grade diese Atmungstiatigkeit aufweisen. 

In den hierhergehérigen Versuchen haben wir ausschlieB- 
lich die Muskeln des Rindes und des Pferdes benutzt, da in 
diesen Geweben blo& die Hauptatmung existiert. Die Leber 
und die Niere eignen sich weniger gut, weil sie auBer der 
Hauptatmung auch die akzessorische Atmung aufweisen, welch 
letztere die Hauptatmung, die in den wasserigen Ausziigen nur 


sehr gering sein kann, maskieren kénnte. Das Gewebe wird 
so frisch wie méglich in einer gewohnlichen Fleischhackmaschine 
zerkleinert, mit */, Volumen sehr kalten, leicht alkalischen 
Wassers versetzt und 2 oder 3 Minuten lang in der Borrelschen 
Miihle zerrieben. Der auf diese Weise bereitete Gewebebrei 
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wird mit dem dreifachen Volumen leicht alkalischen Wassers 
versetzt und schnell zentrifugiert. 

Man erhalt beim Zentrifugieren drei Schichten: eine untere 
Schicht, die aus Fasern und Zellfragmenten besteht, eine mitt- 
lere kérnige Schicht und eine obere fliissige Schicht. Das Zentri- 
fugieren konnte nicht lange fortgesetzt werden, da dies eine 
vollige Vernichtung der Hauptatmung zur Folge haben wiirde. 
Aus dem Grunde ist die itiberstehende Fliissigkeit nicht klar 
genug, sondern mehr oder weniger triibe. Doch laBt sich bei 
der mikroskopischen Untersuchnng keine Spur morphologischer 
Struktur unterscheiden. 

Dieser fliissige Teil wird mit Dinatriumphosphat in einer 
Konzentration von 5:1000 versetzt und bei 40° in einer Sauer- 
stoffatmosphare energisch geschiittelt. Der hierbei verzeichnete 
Gaswechsel ist sehr gering, doch nicht unmerklich. 

So findet man z. B., daB der auf die soeben besprochene 
Weise hergestellte wisserige Auszug, entsprechend 100 g Mus- 
keln (von Rind oder Pferd), die in der Borrelschen Miihle 
3 Minuten lang zerrieben wurden, 15 bis 20 ccm Sauerstoff 
aufnimmt und 12 bis 16 ccm Kohlensaure bildet. 

Aus diesen Resultaten lassen sich natiirlich keine Schliisse 
auf die Natur der Hauptatmung ziehen. 


X. EinfluB des Zerreibens auf die Oxydasen (Uricoxydase 
und Alkoholoxydase) und die akzessorische Atmung, 


Im Gegensatz zu den Oxydonen gehen die Oxydasen leicht 
in den wisserigen Auszug der Tiergewebe iiber. Es geniigt, 
das in einer gewohnlichen Fleischhackmaschine zerriebene Ge- 
webe mit Wasser oder einer Salzl6sung zu behandeln, um einen 
an Oxydasen reichen Auszug zu erhalten, falls das benutzte 
Gewebe solche enthalt. Andererseits kénnen die Oxydasen in 
Pulverform dargestellt werden durch Behandeln der Gewebe mit 
Alkohol oder Aceton. Die in diesem Gewebepulver enthaltenen 
Oxydasen kénnen hernach mit Wasser extrahiert werden. 

Die akzessorische Atmung weist dieselben Eigentiimlich- 
keiten auf, wie die soeben fiir die Oxydasen erwahnten. Die 
wiasserigen Ausziige der Leber, der Niere usw. kénnen einen 
recht hohen Gaswechsel aufweisen, und das gleiche gilt auch 


fiir die mit Alkohol oder Aceton behandelten Gewebe, die eine 
31* 


, 
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energische akzessorische Atmung aufweisen. Aus diesem Grunde 
ist man berechtigt, die akzessorische Atmung als eine Oxydasen- 
atmung, d.h. als eine durch Oxydasen bewirkte Atmung, auf- 
zufassen. Doch wissen wir bis jetzt noch nicht, um welche 
Oxydasen es sich hier handelt, d. h. auf welche Substanzen diese 
Fermente wirken. 

Da nun die Oxydasen und die aktiven Agentien der akzes- 
sorischen Atmung leicht aus den Zellen in den wisserigen Aus- 
zug tibergehen, so folgt hieraus, daB es nicht ndétig ist, die Ge- 
webe in der Borrelschen Miihle zu zerreiben, um zu beweisen, 
daB die Oxydasen und die akzessorische Atmung von der Zell- 
struktur unabhingig sind. 

Doch haben wir die Oxydasenmenge in dem wiasserigen 
Auszug der Gewebe nach Zerkleinern derselben in der gew6hn- 
lichen Fleischhackmaschine mit der Oxydasenmenge des Aus- 
zuges der in der Borrelschen Miihle zerriebenen Gewebe zu 
vergleichen versucht, um “zu sehen, ob die Extraktion nach 
gewohnlicher Zerkleinerung des Gewebes eine vollstindige ist. 

Unter den Oxydasen haben wir zu diesen Versuchen die 
Uricoxydase und die Alkoholoxydase gewiahlt, die unter allen 
in den Geweben der héheren Tiere enthaltenen Oxydasen die 
groBte Oxydationsenergie aufweisen. Diese Oxydasen finden 
sich hauptsichlich in der Leber und der Niere der verschiedenen 
Tiere, sie fehlen in gewissen Geweben, wie z. B. den Muskeln. 
Dasselbe gilt fiir die akzessorische Atmung. Aus diesem Grunde 
haben wir in den hierhergehérigen Versuchen die Leber und 
die Niere der verschiedenen Tiere benutzt. 

Das vorerst in einer gew6dhnlichen Fleischhackmaschine 
zerkleinerte Gewebe wird mit */, Volumen einer Natriumhydrat- 
lésung 1: 2000 versetzt und in zwei Teile geteilt. Ein Teil 
wird in der Borrelschen Miihle mehr oder weniger lange zer- 
zieben, waihrend der andere Teil unterdessen an der Luft ge- 
lassen wird. Zu einem jeden dieser Teile fiigt man 3 Volumen 
sehr kalten, leicht alkalischen Wassers (NaOH 1: 5000) hinzu 
und laBt 5 bis 10 Minuten unter wiederholtem Umschiitteln 
in Kontakt. Man zentrifugiert darauf 5 bis 10 Minuten und 
hebt die tiberstehende fliissige Schicht vorsichtig ab. 

Bei der Untersuchung der akzessorischen Atmung wird die 
Fliissigkeit in mit Sauerstoff gefiillte Flaschen gebracht und 
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wie gewohnlich bei 40° energisch geschiittelt. Am Schlusse 
des Versuches bestimmt man die Menge des aufgenommenen 
Sauerstoffes und der produzierten Kohlensaure. 

Wenn es sich um die Untersuchung der Alkoholoxydase 
handelt, so setzt man zu der abgehobenen Fliissigkeit 0,30 g 
Athylalkohol fiir je 100 com Gewebeauszug hinzu und die nétige 
Menge NH, oder NaOH, um die optimale Alkalinitat zu erzielen, 
und verfaihrt im tibrigen wie sonst. Die Steigerung der Sauer- 
stoffaufnahme nach Zusatz von Alkohol zeigt die Intensitat 
der Oxydationswirkung der Alkoholoxydase an. 

Bei der Untersuchung der Uricoxydase fiigt man zu der 
abgehobenen Fliissigkeit harnsaures Natrium (0,30 g Natrium- 
urat fiir 100 cem Gewebeauszug) und die nétige Menge NaOH 
oder NH, hinzu und verfaihrt in der tiblichen Weise. Aus der 
Steigerung der Kohlensaurebildung nach Zusatz von Harnsaure 
berechnet man die Intensitaét der Harnsiureoxydation durch 
die Uricoxydase. 

Wir haben bemerkt, daB die Intensitaét der akzessorischen 
Atmung sowie der Oxydation des Alkohols und der Harnsaure 
in den wie gewohnlich bereiteten Extrakten ungefahr die gleiche 
ist wie in den Extrakten der in der Borrelschen Mihle 2 bis 
3 Minuten lang zerriebenen Gewebe. Dieses Resultat beweist, 
daB die Oxydasen und die aktiven Koérper der akzessorischen 
Atmung nach einfacher Zerkleinerung in einer gewohnlichen 
Fleischhackmaschine, zu einer Zeit also, wo die Mehrzahl der 
Zellen ihre Struktur noch bewahrt haben, vollstandig in den 
wasserigen Auszug iibergehen. 

Als Beispiel fiihren wir hier einige Werte an, die den in 
unseren friiheren Arbeiten verzeichneten analog sind. 

300 ccm wisserigen Leberauszuges von Pferd, Rind oder 
Hammel, entsprechend 100 g Gewebe, weisen bei einer Schiittel- 
dauer von 30 Minuten durchschnittlich eine Sauerstoffaufnahme 
von 42 ccm und eine Kohlenséurebildung von 28 ccm. 

300 cem Leberauszug vom Pferd oxydierten unter den 
gleichen Bedingungen 0,11 g Athylalkohol. 

300 ccm Leberauszug vom Pferd oxydierten im Durch- 
schnitt 0,6 g Harnsaure. 

AuBer in den Ausziigen haben wir die Intensitit der ak- 
zessorischen Atmung, sowie der Oxydation des Alkohols und 
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der Harnsaure der in einer gewéhnlichen Fleischhackmaschine 
zerkleinerten Gewebe mit der in der Borrelschen Miihle zer- 
riebener Gewebe verglichen. 

Wir haben die Beobachtung gemacht, daB in einigen Fillen 
die akzessorische Atmung ebenso wie die Oxydation des Alko- 
hols und der Harnsiure in den in der Borrellschen Miihle 
zerriebenen Geweben deutlich herabgesetzt waren. In einigen 
Fallen waren diese Werte um die Hialfte vermindert, in anderen 
Fallen war hingegen keine Verminderung zu verzeichnen. 

Die Ursache dieser Unbestindigkeit der Resultate kennen 
wir einstweilen nicht. 

Es ist selbstverstiindlich, daB in den Fallen, wo das Ge- 
webe durch das Zerreiben in der Borrelschen Miihle eine Ver- 
minderung seines Oxydationsvermégens erlitten hatte, die aus 
dem so behandelten Gewebe hergestellten wisserigen Ausziige 
ebenfalls ein geringeres Oxydationsvermégen aufwiesen als die 
aus in einer gewohnlichen Fleischhackmaschine zerkleinerten 
Geweben bereiteten. 


XI. Unterscheidungsmerkmale zwischen den Oxydasen 
und den Oxydonen. 


Als eines der wichtigsten Unterscheidungsmerkmale zwischen 
den Oxydasen und den Oxydonen hatten wir bisher die Lés- 
lichkeit in Wasser betrachtet. Auf Grund unserer ersten Unter- 
suchungen hatten wir geschlossen, daB die Oxydone in Wasser 
unléslich seien. Wir haben aber nun gesehen, daB die Oxy- 
done ebensogut wie die Oxydasen in Wasser léslich sind. In- 
folgedessen verschwindet dieses wichtige Unterscheidungsmerk- 
mal zwischen Oxydasen und Oxydonen. 

Die verschiedenen Resultate unserer bisherigen Unter- 
suchungen zusammenfassend, kénnen wir jetzt sagen, daB die 
wiehtigsten Eigentiimlichkeiten, die die Oxydone von den Oxy- 
dasen unterscheiden, die folgenden sind: 

Die Oxydasen (wie z. B. die Alkoholoxydase, die Uric- 
oxydase u.a.) gehen leicht durch die Zellmembranen der disso- 
ziierten Gewebe durch und lésen sich in Wasser. Die Oxydone 
passieren die intakten Zellmembranen nicht und gehen erst 
nach vorheriger Zerstérung der Zellstruktur in Lésung in 
Wasser. Man kann den in der gewdhnlichen Fleischhack- 
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maschine zerriebenen Muskel oder das Herz unzahlige Male 
mit Wasser waschen, ohne die Menge der Oxydone in dem 
Riickstande merklich zu verringern. Aber nach mechanischer 
Zerst6rung der Zellstruktur der Muskeln und besonders des 
Herzens erhilt man klare Ausziige, die sehr reich an stabilen 
Oxydonen sind. 

Die Oxydone bestehen aus Proteinkérpern, die den Nucleo- 
proteiden nahestehen, oder sie stehen in enger Beziehung zu 
diesen Substanzen. Fiir die EiweiBnatur der Oxydasen liegt 
aber bis jetzt kein einziger Beweis vor. 

Die Folge der EiweiBnatur der Oxydone sind mehrere 
Eigentiimlichkeiten, die den Oxydasen abgehen. 

Die Oxydone werden sehr schnell durch Trypsin vernichtet, 
wihrend die Oxydasen durch dieses Ferment nicht verandert 
werden, selbst nach einer Einwirkung von mehreren Stunden. 

Die indifferenten Anaesthetica bewirken eine irreversible 
Vernichtung der Oxydone in der gleichen Konzentration wie 
die zur Fallung der Nucleoproteide nétigen. Die Oxydasen 
widerstehen der Behandlung mit dem mehrfachen Volumen 
Alkohol, Aceton usw. 

Ein anderer deutlicher Unterschied zwischen den Oxydasen 
und den Oxydonen ist ihr Verhalten gegen die Temperatur. 
Das Temperaturoptimum fiir die Wirkung der Oxydone ist un- 
gefahr 40°, waihrend das Optimum fiir die Oxydasen bei un- 
gefaihr 55° liegt. AuBerdem werden die Oxydasen durch Erhitzen 
der Gewebe oder der Gewebeausziige wahrend 15 Minuten auf 
60° nur wenig abgeschwicht. Unter den gleichen Bedingungen 
bewirkt eine Temperatur von 55° keine merkliche Veranderung. 
Die Oxydone hingegen werden bereits bei 55° abgeschwicht 
und bei 60° vollstindig oder nahezu ginzlich vernichtet. 

Man kann schlieBlich noch hinzufiigen, daB die Oxydone 
in mehr oder minder groBer Menge in allen Geweben der héheren 
Tiere vorkommen, wahrend die bisher bekannten Oxydasen nur 
auf bestimmte Gewebe und namentlich auf die Driisen be- 
schrankt sind. 


XII. Experimentelle Ergebnisse. 


Die mechanische Zerstérung der physikalischen Zellstruktur 
mit Hilfe der Borrelschen Miihle hat in bezug auf die ver- 
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schiedenen Oxydationsprozesse der Tiergewebe zu folgenden 
Resultaten gefiihrt. 


1. Das Phenylendiaminoxydon der verschiedenen Gewebe 
bleibt nach volliger Zerstérung der Zellen intakt. 

2. Das Succinicoxydon bleibt in mehreren Geweben (Mus- 
keln, Herz, Niere) intakt, wihrend es in der Leber mehrerer 
Tiere eine mehr oder minder bedeutende Abschwachung erfahrt. 
Das fein zerriebene Gummi iibt auf die Oxydation der Bern- 
steinsiure durch die Tiergewebe eine sehr stark hemmende 
Wirkung aus. 

3. Die stabilen Oxydone (das Succinicoxydon und das 
Phenylendiaminoxydon), die aus den Geweben nicht extrahiert 
werden kénnen, solange die Zellen ihre Struktur bewahren, 
gehen nach Zerstérung der Zellstruktur in leicht alkalisches 
Wasser in Lésung. 

Die Muskeln und namentlich das Herz liefern klare und 
sehr aktive Lésungen stabiler Oxydone. 

4. Die stabilen Oxydone werden aus ihren Lésungen durch 
verdiinnte Essigsiure ohne Schadigung gefallt. Der Niederschlag 
wird durch leichtes Alkalinisieren wieder gelést. 

5. In wasseriger Lésung zeigen die stabilen Oxydone gegen- 
iiber den verschiedenen Agentien ganz das gleiche Verhalten 
wie die noch im Zellinnern enthaltenen Oxydone. 

Eine Temperatur von 60° vernichtet das Succinicoxydon 
und schwicht das Phenylendiaminoxydon sehr bedeutend. 

Das Trypsin vernichtet die beiden Oxydone schnell. 

Die beiden Oxydone erleiden eine irreversible Zerstérung 
unter dem Einflusse der indifferenten Anaesthetica in relativ 
schwacher Konzentration. 

6. Unsere Behauptung, daB die Oxydone aus EiweiBkorpern 
bestehen und in keiner Beziehung zu den Lipoiden stehen, 
wird bekraftigt. 

7. Das labile Citricoxydon wird bei der mechanischen Zer- 
stérung der Zellen sehr schnell vernichtet. 

8. Die Hauptatmung wird ebenfalls wahrend der Mani- 
pulationen der mechanischen Zerstérung der Zellstruktur ver- 
nichtet. Doch ist die Widerstandsfaihigkeit der Hauptatmung 
bedeutend groBer als die des Citricoxydons. 
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9. Nach weitgehender mechanischer Zerstérung der Zell- 
struktur scheint die Intensitiét der Hauptatmung in keinem 
Verhaltnis zu stehen zu der Zahl der iibrig gebliebenen Zellen 
oder Zellfragmenten, sondern sie scheint gréBer zu sein. 

Dieses Resultat spricht gegen die Idee, daB die Haupt- 
atmung von der Zellstruktur abhangt. 

10. Bei der groBen Abschwiachung der Hauptatmung durch 
die mechanische Zerstérung einer groBen Anzahl von Zellen 
weisen die wisserigen Gewebeausziige einen nur geringen Gas- 
wechsel auf. 

11. Die aktiven Koérper der akzessorischen Atmung und 
die Oxydasen sind in den nach vdlliger Zerstorung der Zell- 
struktur hergestellten wiisserigen Ausziigen der Gewebe nicht 
in groBerer Menge vorhanden als in den Ausziigen der einfach 
dissoziierten, ihre Zellstruktur noch bewahrenden Gewebe. 

Die aktiven K6rper der akzessorischen Atmung sowie die 
Oxydasen passieren also leicht die Zellmembranen, im Gegen- 
satz zu den Oxydonen. 





Uber die Perspiratio insensibilis unter normalen und 
pathologischen Bedingungen. 
Von 
G. Galeotti und N. M. Macri. 
(Aus dem Institut fiir allgemeine Pathologie der Kgl. Universitit Neapel.) 
(Eingegangen am 23. August 1914.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Um die Untersuchungen zu erweitern, die einer von uns 
vor langer Zeit tiber den Stoffwechsel des Wassers unternommen 
hat, dachten wir daran, die durch die Haut bei der sog. Per- 
spiratio insensibilis ausgeschiedene Wassermenge direkt zu 


bestimmen. 

Zu diesem Zwecke wurde ein einfacher Apparat ersonnen, 
den Dr. G. Viale’) auf Anraten des einen von uns zuerst ver- 
wendet hat. Er studierte insbesondere die Unterschiede, die 
bei der Perspiratio insensibilis wahrend des Aufenthaltes 
auf der Ebene und im Gebirge eintreten. Seine SchluBfolge- 
rungen sind die nachstehenden: 

1. Die Perspiratio insensibilis von 1 qdcm Haut (Vorder- 
arm), berechnet in Wassergewicht in 10 Minuten und bei der 
Temperatur von 10°, betrigt in Turin 14mg, am Col d’Olen 
23 mg. 

2. Nimmt man nun an, daB die Verdunstung fiir die Haut 
der verschiedenen KG6rperteile ungefahr die gleiche ist, so ware 
der Gesamtverlust auf dem Wege der Haut, ohne Schwitzen, 
bei der Temperatur von 10°, in Turin 322g, am Col d’Olen 
536 g. 

Viale selbst vergleicht die von ihm erhaltenen Zahlen mit 
denen anderer Autoren. Er sagt: Aus 1 qdcm Haut verdunsten 


1) G. Viale, Atti della Ra Acc. dei Lincei 33, serie 54, f. 1, 1914. 
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in Turin, bei der Durchschnittstemperatur von 10°, im Mittel 
14 mg Wasser, d. h. in 24 Stunden, wenn man die Oberflaiche 
des ganzen Korpers zu 1,6 qm berechnet, 322 g Wasser. 

Als niitzlich erweist sich die Vergleichung dieser Werte 
mit den schon bekannten: Réhrig fand unter mittleren Tem- 
peraturverhaltnissen fiir den ganzen Tag 660 g; Schierbeck 
bei 18° 317g und bei 29° 532g; Nuttall bei 28° 304 g; 
Wolpert erhielt einen dem Roéhrigs ahnlichen Wert; Wille- 
brand fand bei 12° 252g, bei 16° 366g, bei 17° 396 g; 
Osborne fand bei 17° 748g, Kalmann bei 15 bis 16° im 
Mittel 821 g; Galeotti und Signorelli fanden in Neapel bei 
der Durchschnittstemperatur von 18 bis 20° ersterer 946 bis 
1690 g, letzterer 719 bis 1079 g. 

Die angegebenen Zahlen iibersteigen im allgemeinen den 
von Viale gefundenen Wert; dies erklart sich aus der héheren 
Temperatur, bei der die anderen Autoren ihre Versuche an- 
stellten: dagegen wurden im Umkreis der Temperaturen, bei 
denen Viale experimentierte, mehr iibereinstimmende Werte 
gefunden. Aus den Bestimmungen Viales bei 17° ergab sich 
eine Abgabe von 398 g, eine Zahl, die vollkommen mit der von 
Willebrand bei 17° gefundenen, namlich 396 g, iibereinstimmt. 

Viale selbst bemerkt dann, daB die Zahlen, welche fiir 
die ganze K6érperoberfliache aus den fiir die Gegend des Vorder- 
armes gefundenen Werten berechnet wurden, mit Vorbehalt auf- 
zunehmen sind, weil man nicht ohne weiteres annehmen kann, 
daB alle Teile des Kérpers, auch ohne SchweiBabsonderung, in- 
folge Ausdiinstung gleiche Wassermengen ausscheiden. 

Bei unseren Versuchen haben wir, wie schon oben an- 
gedeutet wurde, die Frage der direkten Bestimmung der Wasser- 
menge, die durch die Haut, ohne Schwitzen, nur bei der Per- 
spiratio insensibilis ausgeschieden wird, wieder aufgenommen; 
wir bestimmten niamlich die Wassermenge, die durch die Haut 
hindurchgeht, ohne daB die SchweiBdriisen ihre spezifische Tatig- 
keit ausiiben. 

Unsere Versuche sind in drei Gruppen eingeteilt. In einer 
ersten Gruppe haben wir die Verdunstungsunterschiede fest- 
gestellt, welche die verschiedenen Gegenden der Haut derselben 
Person aufweisen kénnen; in der zweiten bestimmten wir die 
Wassermengen, die von der Haut verschiedener Personen bei 
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verschiedenen Temperaturen, stets in der vorderen Gegend des 
Vorderarmes, ausgeschieden werden, und endlich in der dritten 
Gruppe die Ausdiinstung der Haut bei Fieberkranken. 


Untersuchungsmethode. 


Der zu unseren Bestimmungen dienende Apparat besteht 
aus einem rechtwinkligen Metallkastchen, das wie ein photo- 
graphisches Chassis durch einen verschiebaren Metalldeckel mit 
Reibung in einer Rinne geéffnet und geschlossen wird. Auf 
dem Boden des Kastchens sind mosaikartig kleine Calcium- 
chloridblécke angebracht und mit Paraffin oder Siegellack befestigt. 





Fig. 1. 
Rechts: Das Absorptionskistchen. 
Links: Schutzschale fiir die Aufbewahrung und Wiigung des Kistchens. 


Das geschlossene Kiastchen wird gewogen und nach Ab- 
nahme des Deckels schnell auf die Haut gebracht, vermittels 
eines Riemens befestigt und eine bestimmte Zeit lang dort ge- 
lassen; ist diese verflossen, so wird es schnell geschlossen und 
wieder gewogen. Die Gewichtszunahme driickt die Menge Wasser- 
dampf aus, welche die untersuchte Hautflache ausgediinstet hat. 
Da die GréBe der Offnung des Kastchens bekannt ist, laBt sich 
die in der Zeiteinheit von der Flacheneinheit ausgediinstete 
Wassermenge berechnen. Dabei wird die Temperatur der Um- 
gebung beriicksichtigt. Der Apparat kann an jedem beliebigen 
KO6rperteil appliziert werden, vorausgesetzt, daB die Haut ihn 
vollkommen verschlieBt. 
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Die Hautverdunstung in den verschiedenen Kérperteilen. 
I 


Es war vorauszusehen, daB in Anbetracht der verschiedenen 
Beschaffenheit der Haut, insbesondere ihrer Hornschichten, und 
der verschiedenen Menge der Schweibdriisen in den verschiedenen 
KGrpergegenden auch die mit der Perspiratio insensibilis aus- 
geschiedene Wassermenge einigermaBen variieren mubte. Die 
Versuche dieser erste Gruppe wurden alle an derselben Person 
an verschiedenen Tagen wahrend des Monats Marz bei einer 
Umgebungstemperatur von 14 bis 15° gemacht. 

Die Resultate dieser Bestimmungen finden sich in der 
folgenden Tabelle I, auf der die Zahlen der letzten Kolumne in 
Grammen die von 1qdem Haut wihrend einer Stunde durch 
die Perspiratio insensibilis ausgeschiedene Wassermenge 
ausdriicken. 

Ordnen wir die verschiedenen Kérpergegenden nach der 


aus ihnen ausdiinstenden Wassermenge, so erhalten wir: 


Palmare Gegend der Hand. . . 0,601 
Seitliche Gegend des Halses . . 0,432 
Gegend der Wangen .. . . . 0,346 
Dorsale Gegend der Hand . . . 0,303 
Mittlere Gegend der Brust . . . 0,251 
Gegend des Riickens ... . . 0,229 
Hintere Gegend des Vorderarmes 0,167 
Gegend der Glutaei. . . . » 0,165 
AuBere Gegend des Schenke Js . 0141 
Regio poplitaea ... . » 0,123 
Vordere Gegend des V PE 0,116 
Innere Gegend des Schenkels . . 0,107 
Mittlere Gegend des Bauches . . 0,106 


Man sieht also, daB die gréBere Wasserverdunstung in den 
Teilen erfolgt, die gew6hnlich unbedeckt bleiben, namlich am 
Kopf und an den Hinden. GréBer als irgendwo anders ist sie 
an den Handflichen. Auf der Brust und auf dem Riicken ist 
die insensible Perspiration geringer, aber immerhin etwas gréBer 
als an den anderen Ko6rperteilen, in denen iibrigens die Ver- 
dunstung wenig verschieden ist und um das Mittel von 0,135 g 
pro Quadratdezimeter und Stunde herum schwankt. 
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Tabelle I. 
= Le pe 
Im Apparat | Quadratdezi- 
in 15 Minuten! meter Haut | 3 
Hautgegend | gesammelte | 2 | Stunde = 
: | perspirierte | = 
Wasser menge Wassermenge 
POOLE Rh i ry i 
Gegend der 00107 | 0,2870 
Wangen 0,0135 0,3660 
0,0144 | 0,3901 0,346 
Seitliche Gegend 0,0105 | 0,4208 
des Halses 0,0118 0,4660 
0,0100 0,4100 0,432 
Palmare-Gegend  0,0250 | 00,6770 
der Hand 0,0226 | 0,6120 
0,0226 | 00,6120 
0.0187 | 0,5071 0,601 
Dorsale Gegend 0,0119 | 0,3230 
der Hand 0,0105 0,2843 0,303 
VordereGegend 00,0101 | © 0,1149 
des Vorderarmes 00106 | 0,1205 
0.0100 =| 00,1156 {0,116 
Hintere Gegend| 0,0140 | 0,1590 | 
des Vorderarmes) 0,0155 | 0,1761 10,167 
'MittlereGegend| 0,0233 | 0,2641 
der Brust 0,0222 | 00,2520 
0,0224 0,2428 0,251 
Mittlere Gegend 9,0091 0,1041 
des Bauches 0,0080 0,0899 
0,0110 0,1232 0,106 
Gegend des 0.0211 | 0,2413 
Riickens 0,0180 | 0,2045 0,229 
Gegend der | 0,0123 |  0,1408 
Glutaei | 09,0185 | 0,2080 
0,0142 0,1625 
0,0134 | 0,1523 0,165 
Innere Gegend 0,0072 | 0,0821 
des Schenkels 0,0098 | 01112 
0,0093 | 0,1058 
| 0,0116 | 01319 [0,107 
AuBere Gegend| 0,0128 | 0,1451 
| des Schenkels 0,0120 | 0,1360 
00127 | 0,1450 0,141 
Regio poplitaea| 0,0129 | 0,1460 
0,0089 | 0,1010 0,123 
Wir suchten auch zu konstatieren, ob ein Zusammenhang 


besteht zwischen der Menge der Schweifdriisen 


und der GréBe 
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der insensiblen Perspiration. In dieser Hinsicht fanden wir 
nur die folgenden Angaben von Krause im Handbuch von 
Poirier und Carpy. Nach diesem Autor finden sich in einem 
Quadratzoll Haut die folgenden Mengen von Schweifdrisen: 


Flache der Hinde . ... 27 
Flache der FiiBe . 2700 
ee eee: 
Stirn und Hals .... . 1300 
Thorax, Abdomen und Arm 1100 


700 


‘ oo ee 
Backe und Schenkel . . . 500—600 
Nacken, Riicken, Becken . 400—600 


Vergleicht man die oben angegebenen Mittel mit diesen 
Angaben, so sieht man, da fiir gewisse Hautgegenden eine 
gewisse Ubereinstimmung zwischen GréBe der Perspiration und 
Zahl der Schweifdriisen besteht. So z. B.: 


Perspiration Ra oor 
SchweiBdriisen 
Flache der Hinde . . 0,601 2700 
Handriicken. . . . . 0,303 1500 
Me ak Oe ee ae 1300 
| 1100 
Schenkel . . . .. . 0,141 500 


Man kann jedoch nicht sagen, daB ein konstanter Paralle- 
lismus zwischen diesen beiden Daten vorhanden ist, und deshalb 
kann die Hypothese, daB das aus der Epidermis verdunstende 
Wasser ganz aus den SchweiBdriisen herstamme, nicht auf aus- 
schlieBliche Weise angenommen werden; es ist wahrscheinlich, 
daB auch durch die Hornschichten der Haut eine gewisse Menge 
Wasserdampf hindurchgeht. 


II. Die Perspiratio insensibilis bei verschiedenen gesunden 
Personen. 


Bei dieser zweiten Gruppe von Versuchen mafen wir die 
Perspiratio insensibilis an verschiedenen Personen bei ver- 
schiedenen Umgebungstemperaturen, stets in der vorderen 
Gegenden des Vorderarmes. Die gefundenen Werte sind auf 
der folgenden Tabelle angegeben. 
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Tabelle II. 





Von einem 
Im Apparat Quadratdezi- 
in 15 Minuten meter Haut 
in 1 Stunde 
perspirierte 
Wassermenge 
g g 


Versuchs- 
personen gesammelte 


Wassermenge 


Datum 


Mittel 


Temperatur 


d. Umgebung 


n 


-~ 


8% a.m. 4} 15,5 Galeotti 0.0110 0,1149 
83a. m.1 16 0,0106 0,1205 
8 a.m.]15,5 0,0100 0,1136 


p. do. 0,0156 0,1760 
p. 0.0138 0,1598 
p. 0,0144 0,1625 
p. 0,0156 0,1760 
930 g. 0,0112 0,1260 
9“ a. 0,0122 0,1372 
85a, 0,0102 0,1148 
8 a. 0,0125 U,1408 
10% a. 0,0100 0,1224 
10 a. 0,0089 | 00,1000 
. “= 0,0083 0.0948 
9 a. 0.0080 0,0912 


92 g. Lanzilotta 0,0114 0,1576 
a” 0,0084 0,0944 
10 a. 0,0085 0.0956 
10 a. 0,0082 0,0920 
10*° a, 0,0088 | 00,0976 0,107 
8 30 a, 0,0098 0,1100 
S a. 0,0096 0,1096 
8 a. 0,0076 0,0848 0,101 
9% a. 0,0130 0,1460 
9 a.m.] 22 0,0125 | 0,1404 
10°° a, m, | 22 00100 | 0,1124 


woe 


OO OO bo Oo ODO DS PO 
So fo bo 


mre PO DODO DO OY DS DO DO DO 


DO PS DS DO DS BS DO DO 0S 


RS — 
= 106 


930 m.] 22 0,0080 0,0916 


8. VI. 93%. m. | 21 Porcelli 0,0120 0,1348 
gy. 9 a.m.]22 0,0100 0,1144 
10. 9° a. m.} 21 0,0090 0,1111 
12. 11 a.m.] 23 | 0,0080 0,0899 0,116 


Aus den oben angegebenen Mitteln ergibt sich klar, dab 
die Wassermenge, die aus derselben Hautgegend (vordere Ge- 
gend des Vorderarmes) bei verschiedenen Personen verdunstet, 
zwischen nicht sehr weiten Grenzen schwankt, und bei der 
Durchschnittstemperatur von ca. 20° als um die Zahl von 0,12 g 
pro Quadratdezimeter Haut herum pro Stunde schwankend be- 
trachtet werden kann. 

Der EinfluB der Umgebungstemperatur ist offenbar, wie 
aus den an Galeotti und Macri gemachten Bestimmungen 
hervorgeht. Bei ersterem ergab sich bei der Temperatur von 
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ca. 15° ein Mittel von 0,116 und bei der Temperatur von ca. 22° 
ein Mittel von 0,168, d. h. eine Zunahme um 45°/, pro 7° 
Temperatur der Umgebung. Beim letzteren ergab sich bei der 
Temperatur von 17° ein Mittel von 0,101 und bei der Tem- 
peratur von 21° ein Mittel von 0,122, d.h. eine Zunahme um 
22°), pro 4° Temperatur der Umgebung. 


III. Die Perspiratio insensibilis bei Fieberkranken. 


In der Literatur sind die direkten Untersuchungen iiber 
dieses Thema sparlich an Zahl, im Vergleich mit den sehr zahl- 
reichen iiber die SchweiBabsonderung. 

Der Erscheinung des Schwitzens wird sogar eine fundamentale 
Bedeutung beigemessen, namentlich in betreff der Prognose, 
da es ja bekannt ist, daB bei vielen Krankheiten, wie Lungen- 
entziindung, Malaria, Scharlach, bei den septischen Infektionen, 
die Apyrexie mit einer intensiven SchweiBabsonderung zusammen- 
fallt. Nach Schwenkenbecher und Inagaki besteht ein 
enger Parallelismus zwischen der Abnahme der Temperatur und 
aer Erzeugung des SchweiBes, sicher ist, daB mit der Absonderung 
desreichlichen SchweiBes das Gleichgewicht der Warmeregulierung 
wiederhergestellt wird. Jedoch nicht nur in der Periode der De- 
fervescenz, sondern auch wahrend der Akme ist in der Regel die 
Ausscheidung des Wassers durch die Haut gesteigert; bisweilen 
ist die Absonderung des SchweiBes offenbar und die Haut ist 
feucht, zu anderen Malen dagegen ist die Verdunstung des 
SchweiBes so rasch, da8 die Haut trocken erscheint. 

Nach den beiden oben zitierten Autoren werden bei einer 
Achseltemperatur von 37 bis zu 39° durch die Haut im Durch- 
schnitt 45 g Wasser pro Stunde und pro 100 kg Korpergewicht 
ausgeschieden; wahrend das normale Mittel 30 g betragt, werden 
bei Achseltemperaturen von 39 und 40° 54g ausgeschieden. 
Wahrend der Periode des Schiittelfrostes ist die Ausscheidung 
des Wassers geringer und iibersteigt nicht 35g. Bei kachekti- 
schen Fiebern, die lange andauern, nimmt im allgemeinen die 
Absonderung des SchweiBes ab, bei hektischen Fiebern zeigen 
sich bekanntlich Anfalle von Schwitzen. 

Seit langer Zeit ist bekannt, daB bei an Lungenkrankheiten 
leidenden Individuen die Ausscheidung des Wassers und des 


Kohlensaéureanhydrids durch die Haut gesteigert ist; diese Tat- 
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sache fiihrte sogar zu der wahrlich kaum anzunehmenden Hypo- 
these, daB die Hautfunktion einigermaBen die verinderte Lungen- 
funktion ersetzen kénne (Rohrig, ZiemBen, Peiper). 

Unsere Versuche wurden an sechs Kranken angestellt, die 
sich in verschiedenen Krankheitsstadien befanden, und bei ver- 
schiedenen Temperaturen. Die Bestimmungen wurden stets in 
derselben Weise vorgenommen, immer in der vorderen Gegend 
des Vorderarmes. Wir trugen Sorge dafiir, daB wir Momente 
wahliten, in denen der Kranke sich nicht in der Verfassung 
sichtbaren Schwitzens befand, weshalb unsere Zahlen sich stets 
auf die Perspiration beziehen. Wir notierten stets die Tem- 
peratur der Umgebung und die K6rpertemperatur, die in der 
Achselhéhle gemessen wurde, da die Temperatur des Rectums 
nicht gemessen werden konnte. 


Tabelle ITI. 
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D. Polselli 





Lungen- 
tuberku- 
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do. 


Leukamie 


Pyelo- 
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0,4190 
0,2519 
0,2526 
0,1573 
0,1754 
0,1390 
0,1934 
9,1866 


0,2280 
0),2254 
0,1025 
0,1824 
0,2180 
0,1461 
0,1640 
0,1660 
0,1662 
0,1550 
0,1866 
0,1307 
0,1730 


0,1418 
0,1279 
0,1462 
0,1327 
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Aus dieser Tabelle ersieht man, daB bei Fieberkranken die 
Hautverdunstung stets im Vergleich mit den bei gesunden Indi- 
viduen erhaltenen normalen Mitteln gesteigert ist, und diese 
Steigerung ist bisweilen betrachtlich. Wahrend nimlich, wie 
wir sahen, das Mittel des durch die Haut verdunsteten Wassers 
ungefahr 0,12 g pro Quadratzentimeter und Stunde ist, erhilt 
man bei Fieberkranken Zahlen, die oft héher als 0,20 g sind. 

Ferner ist zu bemerken, da8B, wahrend bei normalen Indi- 
viduen die Schwankungen der Hautverdunstung von Tag zu 
Tag, bei gleichen Umgebungstemperaturen, sehr leicht sind, bei 
Fieberkranken dagegen groBe Spriinge eintreten, die im allge- 
meinen der Kérpertemperatur nicht entsprechen. 

Es lat sich vernunftgema8 annehmen, daB diese Spriinge 
der Perspiratio insensibilis mehr als von anderen Ursachen 
von den Kreislaufbedingungen der Haut abhangen, welche Be- 
dingungen bei Fieberkranken sehr instabil und _ tiefgehenden, 
raschen Modifikationen unterworfen sind. 


Zusammenfassung. 


1. Die Perspiratio insensibilis variiert in den ver- 


schiedenen Kérpergegenden eines und desselben Individuums. 
Am gréBten ist sie in den Handflachen, etwas geringer auf 
Hals und Wangen, noch geringer auf Brust und Riicken. In 
den anderen von uns betrachteten Gegenden hat sie ungefahr 
iibereinstimmende Werte, die um 0,12 g Wasser pro Quadrat- 
dezimeter Haut und Stunde herum schwanken. 

2. Bei einigen Kérperteilen herrscht eine gewisse Uberein- 
stimmung zwischen Zahl der SchweiBdriisen und GréBe der 
Hautverdunstung. Diese Ubereinstimmung besteht jedoch nicht 
fiir die ganze Hautfliche, so daB die Hypothese, daB das aus 
der Epidermis verdunstende Wasser ganz von den Schweib- 
driisen herstamme, nicht in ausschlieBlicher Weise angenommen 
werden kann, und es ist wahrscheinlich, daB auch durch die 
Hautschichten der Epidermis eine gewisse Menge Wasserdampf 
hindurchgeht. 

3. Die Wassermenge, die aus derselben Hautgegend (vor- 
dere Gegend des Vorderarmes) bei verschiedenen Personen ver- 
dunstet, schwankt zwischen engen Grenzen und es JaBt sich 


annehmen, daB sie bei der Durchnittstemperatur von ca. 20° um 
$2* 
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die Zahl von 0,12 g pro Quadratdezimeter Haut pro Stunde 
herum betragt. 

4. Die Temperatur der Umgebung iibt einen nicht gering 
anzuschlagenden Einflu8 auf die Hautverdunstung in dem Sinne 
aus, daB mit der Zunahme der Temperatur auch die Perspira- 
tio insensibilis zunimmt. 

5. Bei Fieberkranken ist die Hautverdunstung stets ge- 
steigert im Vergleich mit den bei gesunden Individuen erhal- 
tenen normalen Mitteln, und diese Steigerung ist bisweilen eine 
betrichtliche. Wahrend namlich, wie wir gesehen haben, das 
Mittel des aus der Haut verdunsteten Wassers ca. 0,12 g pro 
Quadratdezimeter und Stunde ist, zeigen sich bei Fieberkranken 
Zahlen, die haufig gréBer als 0,20 sind. 

Ferner ist zu bemerken, daB, wahrend bei normalen Indi- 
viduen die Schwankungen der Hautverdunstung von Tag zu 
Tag, bei gleichen Umgebungstemperaturen, sehr leicht sind, bei 
Fieberkranken hingegen groBe Spriinge eintreten, die im all- 
gemeinen der K6érpertemperatur nicht entsprechen. 

Es lat sich vernunftgemé8 annehmen, daB diese Spriinge 
der Perspiratio insensibilis mehr als von anderen Ursachen 
von den Kreislaufbedingungen der Haut abhangen, welche Be- 
dingungen bei Fieberkranken sehr instabil und tiefgehenden, 
raschen Modifikationen unterworfen sind. 
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Uber die Autolyse normaler und nephritischer Nieren. 


Von 


Friedrich Simon (Berlin). 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institute der 
Universitat zu Berlin.) 


(Eingegangen am 1. August 1914.) 


In den 24 Jahren, die verflossen sind, seitdem E. Sal- 
kowski die ,,Autodigestion der Organe“ aufgefunden hat, hat 
sich das Interesse der Forscher fiir die intracelluliren Ferment- 
wirkungen unvermindert rege erhalten. Gleichwohl liegen nur 
ziemlich sparliche Beobachtungen iiber autolytische Vorginge 
in pathologisch veranderten Organen bzw. Geweben vor: 

In erster Reihe bei Phosphorvergiftung und Carcinom, dann aber 
auch bei Pneumonie, akuter gelber Leberatrophie, HCN- und HCl-Ver- 
giftung und — aus jiingster Zeit — bei experimenteller Pneumokokken- 
infektion der Kaninchen') sowie an Lebern sensibilisierter Meer- 
schweinchen*). Trotz aller atiologischen Verschiedenheiten und aller 
Besonderheiten der anatomischen Substrate sind die genannten Befunde 
insofern bemerkenswert, als sie den Wirkungsbereich und die Bedeutung 
aufzeigen, die den autolytischen Organfermenten nicht nur innerhalb 
der Breite physiologischen Geschehens, sondern auch beim krankhaften 
Ablauf wichtiger Lebensvorginge zukommt. So leicht begreiflich das 
Vorkommen einer ,pathologischen“ Autolyse (d. h. intracellularer, unter 
pathologischen Bedingungen verainderter Fermentwirkungen) an sich er- 
scheint, um so gréBere Schwierigkeiten bereitet das genauere Verstandnis 
und die rationelle Erklérung dieser Verainderungen selbst. Wie labt 
sich z. B. der zuerst von Jacoby*) erhobene Befund deuten, da8 durch 
Phosphor schwer geschidigte Leberzellen noch zu erhéhten fermentativen 
Leistungen befahigt sind? Werden hier beim Untergang von Zellen 
deren endogene Enzyme in Freiheit gesetzt oder werden unter dem Ein- 


1) Medigreceanu, Journ. of Exp. Med. 19, Heft 3, S. 309, 1914. 

*) Hashimoto und Pick, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
76, 89, 1914. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 174 bis 181, 1900. 
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flusse toxischer Vitalitatsstérungen gewisse physiologische Hemmungen 
der Autolyse aufgehoben oder handelt es sich nur um Transport und 
Aufnahme organfremder proteolytischer Fermente in bereits degenerierte 
Gewebselemente? Alle diese — aus einem ganz speziellen Problem 
heraus gestellten — Fragen warten noch auf ihre experimentelle Be- 
arbeitung — ebenso wie die wichtigere, weil weiter reichende: Ob die 
bei der Phosphorleber abnorm gesteigerte Autodigestion das regelmaBige 
Verhalten jedes irgendwie erkrankten Organes kennzeichnet oder ob 
nicht — als unmittelbarere Wirkung intravitaler Zellschiadigungen — auch 
eine Schwachung der autolytischen Aktivitét unter geeigneten Ver- 
suchsbedingungen zustande kommen kénne? 

Das Bestehen der zweiten Méglichkeit, das von Glikin und 
Loewy'), sowie von Aronsohn und Blumenthal*) durch den Nach- 
weis gehemmter Autolyse an den Muskeln HCN- und HCl vergifteter 
Hunde bzw. an den Lebern fiebernder Kaninchen festgestellt wurde, 
bildete die Voraussetzung meiner Untersuchungen. Zu diesen wihlte 
ich die ,experimentelle Nephritis‘ der Kaninchen als Paradigma einer 
Organlasion, deren Anatomie genau genug erforscht war, um einen Ver- 
gleich der autodigestiven Leistungen mit denjenigen normaler Kaninchen- 
nieren zu erlauben. 

Allerdings ist bei derartigen Vergleichungen stets zu_beriick- 
sichtigen, daB die experimentellen Nierenaffektionen erstens nicht ohne 
weiteres mit den spontanen und aus natiirlichen Ursachen entstandenen 
Nephritiden identifiziert werden diirfen und zweitens keine deutliche 
Abhiangigkeit der intra vitam beobachteten Funktionsstérung vom ana- 
tomischen Befunde erkennen lassen. Diese mangelnde Ubereinstimmung 
zwischen dem histologischen Bilde der geschaidigten Gewebe und ihrer 
physiologischen Leistungsfihigkeit wurde auch von Schlayer und 
Hedinger®*) festgestellt und kommt in ihrer Unterscheidung zweier 
Typen von akuter toxischer Nephritis zum Ausdruck: 1. Der vascu- 
liren, die an den GefaéBen beginnt und — bei auffallend geringen 
anatomischen Verinderungen — schnell zu vdélliger Insuffizienz der Ge- 
fiBe mit Vernichtung der Wasserausscheidung fiihrt; 2. der tubularen, 
die an den Tubulusepithelien einsetzt und — bei schwerer anatomischer 
Destruktion — lange Zeit unverainderte oder sogar vermehrte GefaB- 
tatigkeit und Wasserausscheidung zeigt. Eine so scharfe Abgrenzung 
zweier Nephritisformen vermag aber Suzuki‘) auf Grund duBerst sorg- 
faltiger anatomischer Untersuchungen nicht als berechtigt anzuerkennen ; 
nach Suzuki gibt es keine experimentell zu erzeugenden vascularen 
Nephritiden, sondern nur parenchymatése mit sehr ungleichartigem Ver- 
halten des Blutdruckes. 


) Diese Zeitschr. 10, 498, 1908. 

*) Zeitschr. f. klin. Med. 65, Heft 1, 1908. 

*) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 90, 1, 1907. 

*) Zur Morphologie der Nierensekretion unter physiologischen und 
pathologischen Bedingungen. Jena 1912. 
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Die gegensitzlichen Auffassungen von Schlayer und Hedinger 
einerseits sowie Suzuki andrerseits lassen nun auch bei der Autolyse 
der durch Gifte angegriffenen Nieren verschiedene Mdéglichkeiten der 
Untersuchungsergebnisse zu: Die ,vasculiren“ Affektionen weisen nach 
Schlayer und Hedinger in der Hauptsache nur zirkulatorische 
Stérungen der betroffenen Nieren und fast gar keine Schadigungen ihres 
parenchymatésen Zellbestandes auf; man wiirde also nach Einfiihrung 
solcher Gifte, die — wie Cantharidin und Arsen — nur ,,vasculire“ 
Nephritiden erzeugen, auch keine wesentlichen Schwankungen und ins- 
besondere keine Verminderungen der normalen intracelluliren Ferment- 
leistungen erwarten diirfen. Andrerseits behauptet Suzuki, daB es 
iiberhaupt keine ,vasculire* Nephritis mit ausschlieBlich funktioneller 
Insuffizienz gibe, sondern daB in jedem Falle von toxischer Nephritis 
mehr oder minder schwere Beeintrichtigungen der Zellenintegritat nach- 
zuweisen seien; es miiBten also alle Giftwirkungen, die iiberhaupt die 
Nieren treffen, auch in bestimmten Verainderungen des Zellchemismus 
— wie z. B. in den Hemmungen der autolytischen Zellfermente — zum 
Ausdruck kommen. Von dem Ausfall einer solchen Fermentprifung 
konnte man sich deshalb gewisse Aufschliisse zur Pathologie der ,,tubu- 
laren“ und ,vasculéaren“ Nephritis versprechen, Aufschliisse, die um so 
wiinschenswerter erschienen, als eine scharfe Differenzierung der beiden 
Erkrankungsformen auf Grund der vorliegenden anatomischen Befunde 
noch keineswegs sichergestellt war. Denn bei der Cantharidinnephritis, 
die — als ausgesprochene ,,vasculire“ Affektion — eigentlich nur 
Glomerulus- bzw. Kapselverinderungen hiitte aufweisen sollen, wurden 
diese von Dunin’) und von Suzuki*) vermi®t und andrerseits die 
tubularen Apparate, entgegen der theoretischen Voraussetzung, durchaus 
nicht immer intakt befunden, wie aus den Beobachtungen der letzt- 
genannten beiden Autoren und noch mehrerer anderer [Aufrecht’), 
Cornil*), Eliaschoff 5), Hellin und Spiro®) hervorgeht. DaB freilich 
die Chromnephritis eine vorwiegend oder sogar oft ausschlieBlich tubulare 
Lokalisation zeigt, haben viele Untersucher iibereinstimmend festgestellt, 
so u.a.: Baehr’), Hedinger’), Kabierske®), Schlayer und Hedinger 
(l. ¢.), Suzuki (1. c.), Takayasu™), Weigert"). Man durfte also bei 
der Cantharidinvergiftung nicht minder als bei der durch Chrom mit 


1) Virchows Archiv 93, 286, 1883. 

oe 

5) Centralbl. f. med. Wiss. 1882, Nr. 47. 

*) Compt. rend. de |’Acad. d. Sc. 90, 188 bis 191, 1880. 
5) Virchows Arch. 94, 323, 1883. 

%) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 38, 375ff., 1897. 
") Zieglers Beitr. 55, Heft 3, 1913. 

*) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 100, 1910. 

*) Inaug.-Diss., Breslau 1880. 

1°) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 92, 127, 1908. 

%) Virchows Arch. 72, 254, 1878. 
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einiger Wahrscheinlichkeit auf die Ausbildung parenchymatéser Nieren- 
schadigungen und unter Umstianden auf die Méglichkeit rechnen, sich 
iiber diese Veranderungen nicht nur mittels morphologischer, sondern 
auch chemischer Untersuchung genauer zu unterrichten, und zwar durch 
den Nachweis abnorm verlaufender autolytischer Prozesse an dem er- 
krankten Organ. 


Diese Erwagungen fiihrten zum Ausgangspunkt meiner 
Versuche iiber ,,pathologische“ Autolyse und bestimmten mich, 
die Niere als geeignetes Organ und die Cantharidin- bzw. Chrom- 
vergiftung als Mittel zur Erzeugung experimenteller Nephritis 
zu wahlen. 

Um aber Abweichungen von dem normalen autolytischen 
Verhalten iiberhaupt feststellen zu kénnen, war es zuniachst 
erforderlich, eine Reihe von Vergleichswerten durch Vornahme 
der Autodigestion an gesunden Nieren zu gewinnen. 

Zwar konnte an dem Bestehen einer Nierenautolyse an sich nicht 
gezweifelt werden, da Hedin und Rowland’) bei der Digestion von 
NierenpreBsiften (unter Toluolzusatz bei Kérpertemperatur) eine Zu- 
nahme der durch Gerbsiure nicht fallbaren N-Substanzen gefunden und 
diese Proteolyse als eine fermentative nachgewiesen hatten; doch die 
analytischen Daten von Hedin und Rowland konnten als Vergleichs- 
werte fiir mich nicht in Betracht kommen, da diese Autoren nur PreB- 
safte von Organen (statt ihrer selbst) und als Versuchstiere nicht die 
fiir meine Zwecke geeigneten Kaninchen, sondern Kalber, Pferde und 
Hunde verwendet hatten. Auch aus neuester Zeit liegen Beobachtungen 
von Medigreceanu (I. c.) vor, der zwar mit Kaninchennieren gearbeitet, 
seine Autolyseversuche jedoch gleichfalls an wasserigen Organausziigen 
angestellt hatte. Medigreceanu autolysierte Nieren (und auch Lebern) 
von normalen und solche von mit Pneumokokken infizierten Kaninchen; 
er konnte aber hinsichtlich der proteolytischen Leistung der Nieren- 
extrakte keine konstanten Unterschiede zwischen kranken und gesunden 
Tieren feststellen. 

Ich habe zuniachst (in 3 Versuchen) die Nieren von 7 
gesunden Kaninchen autolysiert. Bei dem ersten Ver- 
such wurden die Nieren von 3 soeben durch Genickschlag und 
Halsschnitt getéteten Kaninchen zu feinem Brei gewiegt und 
mit dem zehnfachen*) Volumen Chloroformwasser zur Autolyse 
angesetzt. Nach 72 stiindiger Digestion bei 38 bis 40° wurde das 
Gemisch, mit Essigsiure ganz schwach angesduert, in der Siede- 
hitze auskoaguliert. Im Filtrat wurden dann 1. der Gesamt-N nach 






1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 531, 1901. 
%) 32 g Nierenbrei mit 320 g Chloroformwasser. 
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Kjeldahl! und 2. der Gesamt-P in der Weise bestimmt, dab 
ein aliquoter Teil des Filtrats zur Trockne gedampft, der Riick- 
stand mit Salpetermischung geschmolzen und in der Lésung 
der Schmelze der P-Gehalt schlieBlich gewichtsanalytisch als 
Mg,P,0, ermittelt wurde. Beim zweiten Versuch wurden eben- 
falls die Nieren dreier gesunder Kaninchen verwendet. Vom 
frischen Organbrei wurden 15,1 g als ,Hauptversuch“ ebenso 
wie beim ersten Versuch und auferdem 12,6 g als _,,Kontroll- 
versuch* zur Autolyse angesetzt — letzterer in der Weise, daB 
das Gemisch vor Beginn der Digestion ganz schwach mit Essig- 
siure angesduert und aufgekocht wurde. Digestionsdauer wieder- 
um 72 Stunden und weitere Behandlung wie bei Versuch 1. 
Ein dritter Versuch wurde dann noch mit den Nieren eines 
gesunden Kaninchens von 2500 g unternommen und als Haupt- 
und Kontrollversuch in der eben beschriebenen Weise durch- 
gefiihrt. 


Tabelle I. 


Autolyse normaler Kaninchennieren. 











Aus je 100 g frischer Niere 

gingen in Lésung an N:P 
Herkunft d. Nieren | nicht koagu- | Gesamt-P beim 
lierb. N beim beim 


Haupt- |Kontroll-| Haupt- |Kontroll-] Haupt- |Kontroll- 
versuch; versuch | versuch| versuch | versuch| versuch 








Von 3 gesunden Ka- 
0,8164 0,2162 





Von 3 gesunden Ka- 
ninchen 0,8820) 0,2284 | 0,2338) 0,0912 2,50 


Von einem gesunden 
Kaninchen (2500 g) | 0,9184! 0,2536 | 0,2400; 0,1040 2,44 


Durchschnittswerte fiir 
das einzelne Tier . | 0,8722! 0,2410 | 0,2300) 0,0976 2,47 


























Wie aus Tabelle I, Stab 2 ersichtlich, geht waihrend der 
72 stiindigen Digestion — vermittelst Extraktion allein — eine 
nicht unbetrachtliche Menge von N-Verbindungen in Lésung, 
die sich aus Blut- und Harnbestandteilen, anderen Produkten 
der Nierentatigkeit und zum groBen Teil wohl aus OrganeiweiB 
zusammensetzt. Letzteres nach Art und Herkunft naher zu 
charakterisieren eriibrigt sich hier; doch diirften von den aus 
der Niere isolierten und genauer beschriebenen Eiwei&kérpern 
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1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 4, 437. 
*) Journ. of Physiol. 18, 806, 1892. 
3) Refer. Maly 20, 11. 
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weder das von Gottwalt') extrahierte Serumalbumin und 
Globulin noch die von Halliburton*) und Lénnberg’®) dar- 
gestellten ,.Nucleoalbumine“, noch Leo Liebermanns‘) Nieren- 
lecithalbumin zu den léslichen N-Verbindungen des Kontroll- 
versuchs gehéren. Der Wert des nicht koagulierbaren 
N steigt aber im Hauptversuch um das 3,6fache; seine 
Zunahme — dem Kontrollversuch gegeniiber — be- 
trigt durchschnittlich 0,6312 N auf je 100g frischer 
Niere: ein deutlicher Beweis fiir die lebhafte Aktivitét der 
intracellularen autodigestiven Fermente. 

Weniger stark beférdern die autolytischen Vorginge die 
Lésung des organisch gebundenen Phosphors; wie Salkowski®) 
schon bei seinen ersten Autodigestionsversuchen an Hunde- 
lebern festgestelit hat. Der Gehalt meiner Autolyse- 
gemische an geléstem P iibertrifft im Hauptversuch 
den entsprechenden des Kontrollversuchs um das 
2,35fache; aus je 100g frischer Niere werden durch 
autolytische Fermentwirkung allein durchschnittlich 
0,1324 P in die lésliche Form iibergefiihrt. Als Mutter- 
substanzen des auf diesem Wege in Liésung gebrachten P 
kénnten zunichst die von Lénnberg (I. c.) und Halliburton 
(l.c.) aus Nieren gewonnenen ,,Nucleoalbumine“ in Betracht 
kommen, wenn auch eine umfangreichere autodigestive Spaltung 
dieser Verbindungen kaum anzunehmen ist. 
ist die Einwirkung der autolytischen Fermente auf die Nieren- 
nucleoproteide unter Abspaltung von Nucleinsaure®), deren orga- 
nisch gebundener Phosphor unter dem Einflusse der Nuclease 
weiterhin in Phosphorséure iibergefiihrt werden kann. Ferner 
hat Salkowski (1. c.) auf die mégliche Bedeutung des Lecithins 
fiir die hier in Rede stehenden Vorginge der autodigestiven 
P-Abspaltung hingewiesen. Diese Annahme findet eine Stiitze 


Wabhrscheinlicher 


*) Arch. f. d. ges. Physiol. 50, 55 und 54, 573. 

5) Zeitschr. f. klin. Med. 17 (Suppl.), 1890. 

*) Mandel und Levene (Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 140) haben 
eine Nucleinséure aus Rinderniere dargestellt und deren P-Gehalt be 
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in dem analogen Verhalten der Phosphatide, das ich’) bei der 
Autolyse des Gehirns beobachten konnte. Vorher hatten schon 
Waldvogel*) in der Leber und Coriat*) im Gehirn lecithin- 
spaltende Enzyme nachgewiesen. Ob nun bei der Autodigestion 
der Nieren ihr — u. a von Lusena‘) und Rubow’) be- 
stimmter — Gehalt an eigentlichem Lecithin oder etwa das 
aus ihnen von Liebermann isolierte Lecithalbumin an der 
Lieferung des abzuspaltenden P beteiligt ist, ist von geringerer 
Wichtigkeit und soll hier nicht naher erértert werden. 

Nachdem so eine Reihe von Vergleichswerten normaler 
Nieren gewonnen worden war, habe ich die Autolyse patho- 
logisch veranderter Organe gepriift. 


A. Versuche mit Chrom-Nieren. 


Seitdem es Gergens*) — wohl als erstem — gelungen 
war, durch subcutane Injektion von Chromaten bei Kaninchen 
und Hunden charakteristische Nierenveranderungen mit ent- 
sprechenden klinischen Erscheinungen hervorzurufen, haben sich 
zahlreiche Forscher der Chromvergiftung zur Erzeugung der 
experimentellen Nephritis bedient, u.a. Baehr’), Hedinger'’), 
Hellin und Spiro®), Kabierske (1. c.), Pander’), Posner*), 
Schlayer und Hedinger (I. c.), Suzuki (1. c), Takayasu 
(1. c.), 8S. Weber**), Weigert. Die meisten der Autoren haben 
K,CrO, verwendet, Kabierske auSerdem auch K,Cr,O, und 
(NH,),CrO,, Pander: Chromoxydverbindungen organischer 
Saéuren (insbesondere milchsaures Chromoxydnatrium); die 
Verabreichung geschah meistens subcutan, in einigen Fallen 
auch per os (Kabierske) oder intravenéds (Pander, Weber) 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 463. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 200. 

*) Amer. Journ. of Physiol. 12, 353 bis 362. 

*) Zitiert nach Oppenheimers Handb. d. Biochem. 3, 1, 476, 1910. 
5) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 52, 173, 1905. 

*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 6, 148, 1877. 

7 le. 

§ 1.¢. 

*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 38, 375, 1897. 

%) Dissertat. Dorpat 1887. 

4) Virchows Arch. 79, 334, 1880. 

#) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 54, H. 1 u. 2, 1906. 
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oder direkt in den Hauptstamm einer Nierenarterie (Baehr); 
die verabfolgten Einzeldosen schwankten bei subcutaner Injek- 
tion von K,CrO, zwischen 0,025 und 0,4 g. Die zur Erzielung 
deutlicher Giftwirkungen bzw. objektiv feststellbarer Organver- 
ainderungen in den einzelnen Versuchen beanspruchte Zeitdauer 
wechselte naturgemaé8 nach der Art der Einverleibung und der 
eingefiihrten Chrommenge, betrug jedoch in vielen Fallen weni- 
ger als 24 Stunden. 

Bei meinen — in Tabelle II — wiedergegebenen Ver- 
suchen habe ich ausschlieBlich subcutane Injektionen wisseriger 
K,CrO,-Lésungen angewendet; in der Mehrzahl der Fille be- 
trug die (meist nur einmal verabreichte) Einzeldosis 0,02 g pro 
kg Kaninchen — eine zur Hervorrufung deutlicher und fiir die 
beabsichtigte Nierenschidigung charakteristischer Krankheits- 
symptome stets ausreichende Giftmenge. Keins der 8 Tiere 
ging an seiner Chromintoxikation zugrunde; sie wurden viel- 
mehr saémtlich bei gutem Krafte- und Ernahrungszustand ge- 
tétet, und zwar nach verschieden langer Beobachtungsdauer: 
ein Kaninchen nach 48 Stunden, fiinf nach 72 Stunden, eins 
nach 6 und eins nach 7 Tagen. Die Nieren wurden unmittel- 
bar nach der Tétung herausgenommen und nach der gleichen 
Versuchsanordnung, wie sie fiir die Verarbeitung der normalen 
Nieren beschrieben worden ist, autolysiert. 

Was nun zuniachst die autodigestive Proteolyse dieser 
Versuchsreihe betrifft, so lassen sich deren Ergebnisse nicht 
nach einer einheitlichen Formel, etwa nach einem aus allen 
8 Versuchen berechneten Durchschnittswerte, wiedergeben. Denn 
wie aus Tabelle II ersichtlich ist, war bei den nach 2, 6 oder 
7 Tagen getéteten Kaninchen (Nr. 1, 7 und 8) die Menge des 
in Lésung gegangenen N — im Vergleich mit dem Durch- 
schnittswerte der normalen Tiere — nur unerheblich verringert 
bzw. um ein geringes erhéht. Bei den nach 3tagigem Be- 
stehen der Nephritis getéteten Kaninchen aber (Nr. 2 
bis 6) gingen aus je 100g frischer Niere durchschnitt- 
lich nur 0,6440 g N (Normalwert im Durchschnitt 
= 0,8722g) in Lésung; bei diesen letzten 5 Kaninchen 
war also regelmaBig eine mehr oder weniger deutlich 
ausgepragte Hemmung der autodigestiven Nieren- 
proteolyse festzustellen — eine Hemmung, die in einem 
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Falle (Nr. 6) sogar eine Verminderung des léslichen N bis auf 
die Halfte (49,3°/,) des normalen Durchschnittswertes bewirkt 
hatte. In der Gruppe der Kaninchen mit 3tagiger Nephritis 
befinden sich allerdings 2 Tiere (Nr. 4 und 5) mit relativ 
hohen, wenn auch immer noch unter dem normalen Durch- 
schnitt bleibenden N-Zahlen. Wie aus dem Harnbefunde zu 
entnehmen, war in diesen beiden Fallen die Nierenaffektion 
zur Zeit der Tétung bereits im Abklingen begriffen bzw. in 
das Stadium der Regeneration getreten. Ebenso diirfte bei 
den Kaninchen Nr. 1, 7 und 8 die schwache bzw. gianzlich 
fehlende Hemmung der Proteolyse durch den Umstand zu er- 
kliren sein, daB die die autolytischen Fermente schaidigenden 
Nierenveranderungen noch nicht oder nicht mehr auf ihrer vollen 
Héhe standen oder auch durch regenerative Vorginge und die 
damit verbundene Neubildung leukocytarer und anderer intra- 
cellularer Enzyme paralysiert wurden. Ein Hinweis auf der- 
artige regenerative Einfliisse erscheint in der Tat nicht nur 
durch Riickschliisse aus dem Harnbefunde gerechtfertigt, son- 
dern auch durch direkte Beobachtungen begriindet, wie sie 
Kabierski (l.c.) und Suzuki (l.c.) bei 5 bzw. 7 Tage alter 
Chromnephritis machen konnten. 

In geringerem MaBe beeinfluBt die Gewebsregeneration 
wie iiberhaupt der Entwicklungsgrad des nephritischen Pro- 
zesses die Intensitaét der autolytischen Phosphorabspaltung. 


Denn bei allen Tieren dieser Versuchsreihe — gleich- 
giiltig, in welchem Stadium ihrer Nierenaffektion sie getétet 
wurden — blieb die Menge des in Lésung gegangenen 


P hinter den entsprechenden Normalwerten zuriick; 
die Durchschnittszahl betrug 0,1808 g P aus je 100g 
Chromniere gegeniiber 0,2300 g P aus je 100 g ge- 
sunder Niere. Bei dem Kaninchen Nr. 1 tritt eine frih- 
zeitig einsetzende, bei den Kaninchen Nr. 4, 5, 7 und 8 eine 
linger als die Proteolysenhemmung anhaltende Schadigung der 
P-Abspaltung hervor. Dieses Verhalten offenbart eine groéBere 
Empfindlichkeit der Nuclease und kommt zum zahlen- 
maBigen Ausdruck in der Proportion N:P, die bei den an- 
gefiihrten Fallen den Durchschnittswert der normalen Tiere 
(3,78) mit den Ziffern 4,29, 4,75, 4,21, 4,87, 4,14 regelmaBig 
iibertrifft. Ahnliche Beobachtungen iiber eine besonders aus- 
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gesprochene Empfindlichkeit der Nuclease hat auch Kashi- 
wabara’) bei der antiseptischen Autolyse der Thymus machen 
kénnen. Wenn niamlich als Antisepticum statt des Chloroform- 
wassers eine */,,°/,ige Formaldehydlésung angewendet wurde, 
so fand sich im Thymusautolysat iiberhaupt kein Purinbasen-N, 
waihrend der Gesamt-N sogar den der entsprechenden Chloro- 
formwasserversuche iibertraf. Kashiwabara glaubt aus diesem 
auffallenden Befunde auf eine allein die Nuclease schadigende, 
den anderen Proteasen jedoch gleichgiiltige Wirkung des Form- 
aldehyds schlieBen zu kénnen. In analoger Weise wird man 
bei meinen Versuchen annehmen diirfen, daB die nephritische 
Noxe die phosphorabspaltenden Fermente wenn auch 
nicht starker, so doch rascher und anhaltender be- 
eintrachtigt als die eigentlich proteolytischen. 

DaB es sich aber bei diesen Hemmungsvorgangen um Ein- 
griffe in die Fermenttatigkeit der Nierenzellen handelt, geht 
aus den Versuchen Nr. 4 und 5 hervor, bei denen ich auBer 
den Haupt- auch die entsprechenden Kontrollautolysen durch- 
gefiihrt habe. Diese beiden Kaninchen haben zwar offenbar 
den Héhepunkt ihrer Nierenerkrankung schon iberschritten 
und weisen keine typischen Befunde gehemmter Autoproteolyse 
auf; gleichwohl bleiben bei ihnen die Differenzzahlen zwischen 
Haupt- und Kontrollversuch, durch die eben der fermentative 
Effekt ausgedriickt wird, hinter den entsprechenden Normal- 
werten zuriick. Fiir den gelésten N betragen die Differenz- 
werte 0,4990 bzw. 0,5084 gegeniiber 0,6312; fiir den gelésten 
P 0,0964 bzw. 0,1066 gegeniiber 0,1324. Ohne Zweifel ist 
also die bei der Chromnephritis beobachtete Hemmung 
der autodigestiven Proteolyse und Phosphorabspal- 
tung auf eine Schadigung der intracellularen Fermente 
zu beziehen. 

In atiologischer Beziehung kénnte noch der besondere Ein- 
wand erhoben worden, daB die festgestellten Stérungen der 
Fermenttitigkeit gar nicht als AuBerungen des nephritischen 
Prozesses, sondern lediglich als direkte Giftwirkungen des ein- 
gefiihrten Chroms aufzufassen seien. Da8® derartige Bedenken 
nicht allein auf theoretischen Voraussetzungen beruhen, mdge 


’) Zeitschr. f. phys. Chem. 85, 169, 1913. 
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man aus zwei Autolysen entnehmen, bei denen ich die ange 
nommenen Chromwirkungen zu reproduzieren versucht habe. 
Nachdem ich zunachst bei einem Kaninchen von 1600 g, das 
0,04 g K,CrO, subcutan erhalten hatte und 72 Stunden spiter 
— auf voller Héhe seiner Nephritis — getétet worden war, 
den Chromgehalt der Nieren zu 0,067°/, Cr,0, [==0,171°/, 
K,CrO, = 0,173°/, Cr,(SO,),] ermittelt*) hatte, wurden die vier 
Nieren zweier gesunder Kaninchen in zwei Portionen zu je 
8,5 g mit Chloroformwasser zur Autolyse angesetzt. Der einen 
Mischung wurden noch 0,0145 g K,CrO, (entsprechend obigen 
0,171°/,), der anderen noch 0,0147 g Cr,(SO,), (entsprechend 
obigen 0,173°/,) zugefiigt. Nach 3 tagiger Digestion bei 38 bis 
40° waren in Lésung gegangen: in dem Autolysat mit K,CrO,- 
Zusatz 0,5482 N und 0,1952 P (berechnet auf je 100 g Niere), 
in dem Autolysat mit Cr,(SO,),-Zusatz 0,6740 N und 0,1658 P. 
Diese Zahlen bleiben hinter den entsprechenden Normalwerten, 
zum Teil sogar ganz betrichtlich, zuriick. Die bloBe Gegen- 
wart von Chrom — sowohl in der Chromiform wie auch als 
Chromat — ist also imstande, auch unabhangig von nephri- 
tischen Einwirkungen die Autolyse zu hemmen. Da8 die hier 
festgestellten Fermentschaidigungen auch in der nephritischen 
Chromniere eintreten kénnen, da8B zum mindesten die Be- 
dingungen dieses Vorkommnisses auch in vivo gegeben sind, 
dafiir sprechen mein vorhin erwahnter Chromnachweis in den 
Nieren eines vorbehandelten Kaninchens wie auch die friiheren 
entsprechenden Befunde von Aug. Mayer’), Pander (I. c.) 
und Viron*). In der Wirklichkeit des pathologischen Experi- 
ments liegen die Verhiltnisse aber oft ganz anders. Dies zeigt 
ein Blick auf die letzte Spalte der Tabelle II, wo der (von 
mir nach oben angedeuteter Methode bestimmte) Chromgehalt 


1) Nierenbrei getrocknet und verascht. Die Asche mit Salpeter- 
mischung geschmolzen. Lésung der Schmelze vom Eisenoxyd usw. ab- 
filtriert. Aus dem Filtrat die Phosphorsiure durch Eintragen von Zinn 
und starker Salpetersiure ausgefallt. In das Filtrat mehrere Stunden 
lang H,S zur Reduktion der Chromsiure eingeleitet. SchlieBlich Cr(OH), 
mit NH, [und eventuell (NH,),S] gefillt, getrocknet, gegliiht und als 
Cr,0, bestimmt. Kontrollanalyse von Nierenbrei mit Zusatz gewogener 
K,CrO,-Menge ergab eine Ausbeute von 99,4°/, des berechneten Cr,0,. 

*) Strickers Med. Jahrbuch 1877, 139. 

5) Zitiert nach Pander, Dissertat. Dorpat 1887, 50. 
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einzelner Kaninchennieren verzeichnet ist. Es ist bemerkens- 
wert, daB unter 4 Fallen nur in einem (Nr: 7) jene anti- 
fermentative Chromwirkung — und noch dazu nur in nega- 
tivem Sinne — zum Ausdruck kommt, daB jedoch sonst Héhe 
des Chromgehaltes und Starke der Autolysenhemmung keines- 
wegs parallel gehen. Damit erledigt sich der Einwand, 
daB die bei der Chromnephritis beobachtete Beein- 
trachtigung der autodigestiven Proteolyse und Phos- 
phorabspaltung gar nicht mit der Erkrankung des 
Organs im Zusammenhang stehe, sondern nur mit den 
antifermentativen Eigenschaften des in der Niere de- 
ponierten Chroms. Es ist offenbar nicht gleichgiiltig, ob es 
sich um irgendwelche, einem Organbrei kinstlich zugesetzte 
anorganische Chromverbindungen oder um den in vivo ange- 
sammelten Cr-Bestand der Zellen handelt, die das Element in 
komplexer und deshalb physiologisch unwirksamer Bindung ent- 
halten. 


B. Versuche mit Cantharidin-Nieren. 


Die meisten der Autoren, die sich des Cantharidins zur 
experimentellen Hervorrufung der akuten Nephritis bedient 
haben, haben mit Lésungen des Praparates in Essigither ge- 
arbeitet und subcutane Injektionen in Dosen von 0,0015 bis 
0,02 g angewendet. Ich habe meinen Kaninchen krystallisiertes 
Cantharidin (Merck), in wenigen (meist 2) ccm Aether acetic. 
gelést, subcutan eingespritzt, und zwar zwei Kaninchen je 0,01 g 
und drei weiteren je 0,002 g. Die Dosis von 0,01 erwies sich 
als so deletiér, daB beide Tiere bereits 5 bzw. 5*/, Stunden 
spiter zugrunde gingen. Von den drei Kaninchen, die je 
0,002 erhalten hatten, wurde eins nach 4 Stunden — bei an- 
scheinend schlechtem Befinden — getétet, waihrend die anderen 
beiden 8 Stunden nach der Injektion noch ganz munter waren, 
jedoch am nachsten Morgen (22 Stunden nach der Einspritzung) 
tot vorgefunden wurden. Der Zeitpunkt des Todes darf also 
bei den zwei letztgenannten Tieren (Nr. 4 und 5 der Tabelle ITI) 
friihestens in der neunten Stunde ihrer Erkrankung, wahr- 
scheinlich sogar in einer noch spiteren, angenommen werden. 
In diesen beiden Fallen mu8 man, da die Organe erst mehrere 


Stunden nach dem Eintritt des Todes herausgenommen und zur 
Biochemische Zeitschrift Band 67. 33 
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Autolyse angesetzt wurden, mit einer protrahierten, und zwar 
um das Verweilen in der Leiche verlingerten Autodigestions- 
dauer rechnen — ein Umstand, der ibrigens in den relativ 
hohen N-Zahlen dieser Kaninchen zum Ausdruck kommt und 
zur Erklarung der hier etwas auffallenden (aber immer noch 
subnormalen) Proteolysenwerte ausreichen diirfte. Bei allen 
Tieren dieser Versuchsreihe ist die auBerst rasch einsetzende 
Giftwirkung des Cantharidins ausgepragt, die auch sonst von 
den Forschern des Gebietes beobachtet wurde. Konnte doch 
Cornil') den Tod des Kaninchens unter nephritischen Er- 
scheinungen schon nach 20 Minuten durch subcutane Ein- 
fihrung von 0,01 g Cantharidin herbeifiihren und Eliaschoff*) 
bereits */, Stunde nach Verabreichung der gleichen Dosis deut- 
liche Glomerulusverainderungen objektiv feststellen. Auch die 
Angaben anderer Autoren [wie Dunin, Hedinger, Schlayer 
und Hedinger (l.c.)] iiber die Fristen bis zum Eintritt des 
Cantharidintodes bzw, bis zur Ausbildung anatomischer Ver- 
anderungen beziehen sich zum Teil nur auf wenige Stunden. 


Tabelle III. 


Nierenautolyse nach subcutanen Cantharidininjektionen. 





























— Can- | Aus je 100g 
cnen tha- | Niere gingen . 
Ge- | Tidin- | in Lésung an} N:P | Harnbefund Ted hr Pm 
Z wicht | dosis nicht Go. -p 
a g koag. N : 
1} 1920 | 0,010 | 0,5792/0,1600] 3,62 Anurie _—_|Spontan 5 Std. nach 
} der Injektion 
2/ 1900 | 0,010 | 0,5406/0,1488} 3,63 Anurie jSpontan 5'/, Std. 
y Beim Tode in der Dusch Toten asta 
8 | 1860 | 0,002 | 0,5504/0,1716} 8,20 Blase wenige Kubik-| nach der Injektion 
zentimeter Harn mit 
stark EiweiSgehalt ; 
im Sed. Leukocyten u. 
Blasenepithelien 
4} 1950 | 0,002 | 0,6412/0,1622] 3,95 Albumen +-+ Spontan friihestens 
8 bis 9 Std. nach 
der Injektion 
5} 2000 | 0,002 | 0,6242'0,1714] 3,64 Anurie ere ogee 
| der Injektion 
Durchschnitts- 
werte fiir das 
einzelne Tier 0,5871 0,1628 3,61 


*) Compt. rend. de l’Acad. 
*) Virchows Arch. 94, 323, 














d. Sc. 90, 188 bis 191, 1880. 
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Was den Ausfall der Autolysenversuche betrifft, so 
ergibt sich aus Tabelle III, daB bei 72stiindiger Auto- 
digestion der Cantharidinnieren die Werte fiir den in 
Lésung gegangenen nicht koagulierbaren N und P 
hinter den entsprechenden Durchschnittszahlen der 
normalen Nieren regelmaBig zuriickbleiben, und zwar 
weiter zuriick als die beziiglichen Werte der Kaninchen mit 
dreitagiger Chromnephritis.s Eine Hemmung der autodi- 
gestiven Proteolyse und Phosphorabspaltung kann also 
mit dem gleichen oder noch gréBeren Recht auch bei der 
Cantharidinnephritis angenommen werden. Das Ver- 
haltnis N:P betragt bei den Tieren dieser Versuchsreihe (mit 
Ausnahme des Kaninchens Nr. 4) etwas weniger als bei den 
gesunden Kaninchen. Von einer besonderen Empfind- 
lichkeit und einer damit zusammenhangenden relativ 
stirkeren Schidigung der Nuclease kann also bei der 
Cantharidinnephritis nicht die Rede sein. Eine so feine 
Differenzierung und zeitliche Abstufung der antifermentativen 
Einfliisse war aber auch bei der heftigen Giftwirkung des Can- 
tharidins und dem stiirmischen Verlauf der konsekutiven Nieren- 
erkrankung nicht zu erwarten — im Gegensatz zu dem schon 
beschriebenen Verhalten einiger Kaninchen, deren Nephritis durch 
das viel weniger akut wirkende Chrom erzeugt worden war. 


Tabelle IV. 
Vergleichende Zusammenstellung der Nierenautolyse bei 
normalen und nephritischen Organen. 











|] Aus je 100g Niere |] N:P |e cornait eich aj 
gingen durchschnitt- N:P Es verhilt sich die 


Herkunft der Nieren | lich in Lésung an Dura h autodigestive 
nicht | fl P-Ab- 
koag. N | Gesamt-P schnitt | Proteolyse spaltung 








Von 7 gesunden Kanin- 
Chem 2 wwe ew ee 0,8722 | 0,2300 | 3,78 | wie 100 | wie 100 


Von 5 Kaninchen mit 
8tagigerChromnephritis | 0,644() | 0,1733 | 3,71 | wie 73,8 | wie 75,3 


Von 5 Kaninchen mit 
Cantharidinnephritis . | 0,5871 | 0,1628 | 3,61 | wie 67,3 | wie 70,7 

















Die (in Tabelle IV wiedergegebene) vergleichende Zusammen- 
stellung meiner Autolysenresultate beantwortet zunichst die 
eingangs aufgeworfene Frage: Ob die — z. B. bei der Phosphor- 


33* 
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eber, beim Carcinom, bei der pneumonischen Lunge — ge- 
steigerte Autodigestion das regelmaBige Verhalten aller patho- 
logisch verinderten Organe darstelle oder ob nicht auch 
unter geeigneten Versuchsbedingungen eine Schwachung der 
autolytischen Aktivitét zustande kommen kénne? Der 
Ausfall meiner Autolysenversuche bestatigt unzweifel- 
haft die zweite Méglichkeit. Dieses Ereignis ist nun, so- 
weit es sich wenigstens auf die Chromniere bezieht, keineswegs 
iiberraschend und entspricht durchaus unseren bisherigen Er- 
fahrungen iiber die pathologische Anatomie der Chromnephritis. 
Als deren charakteristischen Befund bezeichnen zahlreiche 
Autoren [Baehr (l.c.), Hedinger (l.c.), Hellin und Spiro 
(l.c.), Kabierske (l.c.), Posner,’) Schlayer und Hedinger 
(l.c.), Suzuki (1. c.), 8. Weber,*) Weigert (1. c.)] tibereinstim- 
mend eine mehr oder minder ausgedehnte Nekrose der Harn- 
kanilchen, besonders der Epithelien in den Tubulis contortis; 
auch destruktive Kernveranderungen dieser Gewebselemente 
werden von einzelnen Beobachtern ausdriicklich erwahnt. Es 
mangelt also nicht an einem objektiv nachweisbaren, zur Er- 
klarung der fermentativen Ausfalle und insbesondere der auto- 
lytischen Hemmungen volikommen ausreichenden anatomischen 
Substrat. Denn ganz ungezwungen erscheint mir die Auffassung, 
mit dem Untergang der Nierenepithelien und ihrer Kerne eine 
gleichzeitige Schidigung der intracellularen Fermente an- 
zunehmen. Das Moment des nur zeitlichen und 6rtlichen Zu- 
sammentreffens der beiden destruktiven Vorgiange ist hierbei 
zu betonen, nicht aber ihre gegenseitige Abhingigkeit von- 
einander. Die engen Beziehungen, die bei der Chromnephritis 
zwischen der gestérten Integritaét des Zellenbestandes und der 
beeintrachtigten Fermentleistung offenbar bestehen, brauchen 
keineswegs reziproker ursachlicher Art zu sein. Fehlt es doch 
nicht an Beispielen, die gerade fiir die gegenteilige Auffassung 
sprechen: Fiir eine weitgehende Unabhangigkeit der Fermente 
vom Leben ihrer Mutterzellen, durch deren Tod oft erst die 
enzymatischen Krafte von physiologischen Hemmungen ent- 
bunden und in Freiheit gesetzt werden. Dieser Annahme zu- 
folge wire also die Schidigung der autolytischen Fermente 


‘) Virchows Archiv 79, 334, 1880. 
*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 54, Heft 1 u. 2, 1906. 
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nicht durch eine Zerstérung der sie produzierenden Nieren- 
zellen zu erkliren, sondern beide — vielleicht koordinierten — 
Vorgainge mdglicherweise auf eine gemeinsame Ursache zuriick- 
zufiihren: Den auf die benachbarten oder sogar gleichen An- 
griffspunkte gerichteten entziindlichen Reiz. Mehr zugunsten 
des ersten Erklarungsversuches im Sinne einer wechselseitigen 
Bedingtheit sprache freilich die von mir in einzelnen Fillen 
von Chromnephritis gemachte Beobachtung, daB mit der wieder- 
einsetzenden Regeneration des Nierengewebes sich auch die 
autolytische Tatigkeit zu heben beginnt, wenn anders man nicht 
gerade diesen Wiedergewinn an fermentativer Kraft den proteo- 
lytischen Eigenschaften eingewanderter Leukocyten zuschrei- 
ben will. 

Gewisse Schwierigkeiten der atiologischen Deutung scheint 
auch die Cantharidinnephritis mit ihren noch starker ver- 
minderten Fermentleistungen zu bereiten, wenn man sich wenig- 
stens die von Schlayer und Hedinger (l.c.) vertretene An- 
schauung zu eigen macht, daB das Cantharidin in der Haupt- 
sache ,,vasculére“ Stérungen mit fast ausschlieBlicher Beteiligung 
der Glomeruli und mit auffallend geringem Kaniélchenbefund 
hervorruft. Nach dieser Theorie, welche die auf eine Schédigung 
der sekretorischen Nierenfunktion gerichtete Cantharidinwir- 
kung in den Vordergrund stellt, ist allerdings die von mir 
festgestellte Herabsetzung der autodigestiven Proteolyse und 
P-Abspaltung (um fast */, des normalen Wertes) schwer ver- 
standlich, wenn auch die dem ,,vasculiren* Typus eigentiim- 
liche und auch von mir regelmaBig beobachtete Hyperimie der 
Cantharidinniere den Ausfall der Autodigestion leicht im Sinne 
proteolytischer Hemmung beeinflussen kénnte. Zu dieser An- 
nahme berechtigen uns namlich gewisse Versuchsergebnisse von 
Preti’), der — wenigstens bei der Leberautolyse — den Blut- 
gehalt des Organs nicht gerade als férderndes Moment erkannte, 
ferner die Beobachtungen von Baer und Loeb’*) iiber die 
autolysehemmenden Eigenschaften des normalen Hundeserums 
sowie die gleichartigen Feststellungen, die neuerdings Guggen- 
heimer*) mit Bezug auf die Sera mancher Nephritiker ge- 

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 494, 1907. 


*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 53, 1, 1905. 
5) Arch. f. klin. Med. 112, Heft 3/4, 1913. 
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troffen hat. Doch wenn selbst diese Nebenwirkung der Nieren- 
hyperimie das Zustandekommen autodigestiver Hemmungen 
wirklich begiinstigen sollte, so ist sie doch sicher nicht deren 
wesentliche oder gar ausschlieBliche Ursache. Denn, wie u. a. 
Aufrecht (lc), Cornil (lc) Dunin’), Eliaschoff (1. c), 
Hellin und Spiro (1. c.), Suzuki (l.¢.) gezeigt haben, erzeugt 
das Cantharidin keine einfache Glomerulonephritis von vor- 
wiegend vascular-funktionellem Charakter, sondern auch deutlich 
ausgepragte anatomische Verainderungen der Harnkanalchen und 
ihres Epithelbestandes. Es handelt sich dabei um destruktiv- 
entziindliche Vorgiange, die sich als einfache epitheliale Des- 
quamation, als Schwellung, Triibung, Granulierung, Vakuoli- 
sierung der tubuliéren Elemente, aber auch als Umwandlung 
der Epithelien in hyaline Massen, als _,,Coagulationsnekrose“ 
und korniger Zerfall der Harnkanalchenzellen darstellen kénnen. 
Die Cantharidinnephritis weist unter Umstanden also anatomi- 
sche Befunde auf, wie sie bei der Chromnephritis in der Regel 
vorkommen und hier zweifellos eine gewisse Rolle bei der Ent- 
stehung der Autolysenhemmungen spielen. Die Annahme liegt 
nahe, den gleichen pathologischen Veranderungen, wenn sie sich 
bei der Cantharidinnephritis finden, auch die entsprechende 
aitiologische Bedeutung beizulegen. 


Zusammenfassung. 

Bei der antiseptischen Autolyse (72 Stunden bei 38 
bis 40°) normaler Kaninchennieren zeigt sich eine Zu- 
nahme des nicht koagulierbaren N und des léslichen P 
um das 3,6- bzw. 2,35fache der entsprechenden Kon- 
trollwerte (d.h. des aus zuvor gekochtem Nierenbrei gelésten 
N und P); aus je 100g frischer normaler Niere gehen durch- 
schnittlich 0,8722 N und 0,2300 P in Lésung. 

Bei nephritischen Nieren ist die autodigestive 
Proteolyse und Phosphorabspaltung deutlich gehemmt. 
Bei dreitégiger Chromnephritis betragt die Menge des in Lésung 
gegangenen N bzw. P nur 73,8°/, bzw. 75,3°/, der durch- 
schnittlichen Normalwerte; bei Cantharidinnephritis nur 67,3°/, 
bzw. 70,7°/, des bei der Autolyse normaler Nieren in Lésung 


‘) Virchows Archiv 98, 286, 1883. 
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gebrachten N bzw. P. Die beobachtete Hemmung der Autolyse 
ist auf eine Schadigung der intracelluliren Fermente zuriick- 
zufiihren. 

Bei der Chromnephritis waren folgende Besonderheiten des 
autolytischen Verhaltens festzustellen: 1. Bei einzelnen Kanin- 
chen mit noch nicht oder nicht mehr auf voller Hohe stehender 
Nephritis war die Hemmung der autodigestiven Proteolyse wenig 
oder gar nicht ausgepragt. 2. Es trat eine gréBere Empfindlich- 
keit der Nuclease hervor, da die phosphorabspaltenden Fermente 
rascher und anhaltender geschadigt wurden als die eigentlich 
proteolytischen. 








Erwiderung auf W. Straubs Bemerkungen zur Arbeit: 
»Beeinflussung der Morphinwirkung durch die Neben- 
alkaloide des Opiums“. 

(Diese Zeitschr. 57, 156, 1913.) 

Von 
R. Meissner. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Breslau.) 
(Hingegangen am 10. September 1914.) 


Zu Einzelheiten meiner genannten Arbeit ist von verschiedenen 
Autoren Stellung genommen worden. 

Ich méchte hier nur auf die ,Bemerkungen* Straubs eingehen. 
Urspriinglich hatte ich die Absicht, auf die Ausfiihrungen Straubs 
gleichzeitig mit einer Kritik der Einwinde von J. Pal und E. Popper 
(diese Zeitschr. 57, 492) zu antworten; doch haben sich die Versuche am 
isolierten Darm so gehiuft, da8 ich sie zum Gegenstand einer eigenen 
Mitteilung machen méchte, deren Fertigstellung durch meine Einberufung 
zum Heere derzeit unméglich geworden ist. 

Straub halt mir im sachlichen Teil seiner Bemerkuugen entgegen, 
daB ich seine Mauseversuche nicht wiederholt hatte. Ich tat dies aus 
dem Grunde, weil ich sie in unserer Frage nicht fiir ausschlaggebend 
gehalten habe und noch halte. Ich hatte vielmehr nur die Aufgabe, 
festzustellen, ob das Resultat einer ,Potenzierung“ von Morphin durch 
Narkotin auch auf héhere Spezies ibertragen sei und bin eben zu einem 
vollig ablehnendem Schlu8 gekommen. Erwahnt aber habe ich diese Ver- 
suche S. 396 ebenso wie die vorliegenden Froschversuche von Issekutz 
und Barth. Auf keinen Fall bedingen fehlende (hier gleichgiiltige) Mause- 
versuche einen Kinwand gegen die Richtigkeit meiner Kaninchenversuche. 
Diese letzteren habe ich nach 3 Varianten beschrieben: I.) Bestimmung 
von Atemvolumen und Atemfrequenz ohne CO,-Reizung bei verschiedenen 
Kaninchen, II.) Bestimmung der Frequenz allein, normal und nach Sub- 
stanzdarreichung am selben Tier, III.) Bestimmung von Volumen und Fre- 
quenz mit und ohne CO,-Darreichung, normal und nach Substanzdar- 
reichung an verschiedenen Tieren. 

Straub will meine Werte aus I und II aus methodischen Griinden 
nicht gelten lassen und bringt fiir die langst bekannte Tatsache der 
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Labilitat der Kaninchenatmung ein Beispiel. Damit war ich wohl ver- 
traut und beschreibe 8.397 meiner Arbeit alle einzelnen Kautelen. Erst 
wenn ,volle Beruhigung und GleichmaBigkeit in bezug auf Atmungs- 
taétigkeit eingetreten war, wurde der Versuch begonnen“. Auch bringen 
auBere Reize immer nur Frequenzzunahme, niemals aber Verlang- 
samung der Atmung, wie die untersuchten Opiumbasen, hervor. Da8 
die vorsichtig durchgefiihrte Versuchsanordnung am _ tracheotomierten 
Tier ein richtiges Urteil gestattet, geht wohl daraus hervor, daB sich so- 
wohl friiher als auch bei neuerlich angestellten Versuchen derselben Art 
nach Codein keine oder nur ganz geringe Anderung des Atemtypus 
fand. Bei einzelnen meiner Versuche kénnen gewiB Zufalligkeitsmomente 
mitspielen, wenn aber bei einem ganzen Zyklus die Resultate immer 
nach einer Seite gehen, dann ist der zu ziehende Schlu8 gut begriindet, 
in unserem Falle der Satz, daB alle untersuchten Priparate ihrem Mor- 
phingehalt entsprechend das Atemzentrum beeinflussen und daB nie- 
mals eine Schonung des Atemzentrums in Erscheinung tritt. Da8 meine 
Versuche am gleichen Tiere zu verschiedenen Zeiten nicht Versuche am 
identischen Individuum sind, habe ich doch selbst gesagt — ihnen des- 
halb Beweiskraft abzusprechen ist willkiirlich. Sie sind als Erginzung 
der Befunde an verschiedenen Tieren sehr wohl brauchbar. 

Betreffs der Katzenversuche kann ich mich kurz fassen. Ich habe, 
vom Wunsche beseelt, den Einwinden Straubs gerecht zu werden, seit- 
her neue Versuche angestellt. Ich wahlte groBe (3 bis 31/, kg) und frisch 
eingelieferte Tiere; jedesmal trat trotz entsprechender Narkotingabe die 
typische Morphinwirkung bis zur Raserei ein. Dasselbe Tier noch ein- 
mal unter reiner Morphinwirkung zu untersuchen, war unmdglich, denn 
simtliche Tiere gingen nach 24 bis 48 Stunden ein (Morphindosis: 0,05 g). 
Die Katzenversuche Straubs sind unterdessen noch von O. Loeb 
(Therap. Monatsh. 1914, 58) wiederholt worden und zwar ebenfalls mit 
volistandig negativem Erfolg. Wenn zum Schlu8 Straub meint, im 
Narkophin eine Kombination gefunden zu haben, die dasselbe leistet wie 
Opium oder Pantopon, so muB ich doch darauf hinweisen, da8B zuerst 
dem Opium und Pantopon Ballaststoffe vorgeworfen wurden, um end- 
lich im Narkophin ein Produkt zu haben, das therapeutisch nur ent- 
sprechend der vorhandenen Morphinmenge wirkt, wo also die Mecon- 
séure und das Narkotin auch nur Ballaststoffe sind. 

Fiir die Regulierung der Atemtatigkeit durch Pantopon, Narkophin, 
Laudanon und Opium ist nur der Morphingehalt bestimmend, und in 
dieser Hinsicht sind weder Opium noch Pantopon als inkonstant zu- 
sammengesetzt anzusehen; jedem Arzt ist der durchschnittliche Morphin- 
gehalt dieser Praparate bekannt. 








Berichtigung zur Arbeit: Die Aminoséuren des durch 
Schwefelsiure hydrolysierten Pferdefleisches. 
(Diese Zeitschr. 64, 438.) 

Von 
Tullio Gayda. 

(Hingegangen am 29. Juli 1914.) 


Auf ausgesprochenen Wunsch der Kollegen Buglia und Costan- 
tino méchte ich folgendes in der Wiedergabe der Ergebnisse genannter 


Kollegen berichtigen : 
Auf Seite 439 Zeile 9 von unten anstatt ,Stickstoff“ ist ,Amino- 


stickstoff“ zu lesen. 

Auf Seite 448 Zeile 13 bis 11 von unten ist zu lesen: ,der fall- 
bare Stickstoff, mit EinschluB des Stickstoffes des Ammoniaks, der 
Melanine und anderer basischer Stoffe 55,03°/, und der nicht fallbare 
Stickstoff 44,97°/,“. Alles was hierauf folgt, bis zum Ende des Satzes, 
ist zu streichen. 


Berichtigung zur Arbeit: Beitrag zur Kenntnis des 
wirksamen Prinzips der Hypothese. 
(Diese Zeitschr. 65, 189.) 


Von 
M. Guggenheim. 
(Eingegangen am 15. Juli 1914.) 

Von befreundeter Seite wurde ich darauf aufmerksam gemacht, 
daB die Inaktivierung des Pilocarpins bei der Umwandlung in Pilo- 
carpinsiure bereits von Marshall (Journ. of Physiol. 81, 149, 1906) 
beschrieben worden ist. Derselbe Autor konstatierte auch das analoge 
Verhalten anderer pharmakologisch aktiver Lactone (vgl. Arch. f. exper. 
Pathol. u. Pharmakol. 1908, Supplementsband 8. 388). Meine Feststel- 
lung betreff des Verhaltens von Pilocarpin gegen Alkali stellt also nur 
eine Bestatigung der Befunde Marshalls dar. 


Berichtigung zur Arbeit: Uber Pflanzenenzyme IL 
(Diese Zeitschr. 67, 166.) 


Von 


G. Doby. 


In der 14. Zeile von oben muB es auf Seite 169 statt ,durch ihre 
eigenen Spaltungsprodukte“ heiBen ,durch die Spaltungsprodukte der 
Amylose“. 
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